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内 容 简 介 


本 书 系统 论述 了 和 蛋白质 化 学 基础 理论 和 实验 技巧 ,也 反映 了 蛋白质 组 
学 研究 的 最 新 成 果 。 内 容 包 括 : 蛋 白质 的 表征 ,蛋白 质 的 组 成 分 析 和 序列 测 
定 ,与 此 相关 的 实验 方法 ,包括 各 种 色谱 电泳 、 质 谱 技 术 等 ,以 及 应 用 在 蛋 
白质 表征 研究 和 基因 工程 产品 的 质 检 方 面 的 实际 范例 。 在 蛋白 质 组 学 领域 
介绍 了 基本 概念 、 样 品 制备 \ 双 向 凝 胶 电泳 的 图 像 分 析 和 定量 分 析 、 质 谱 等 
常规 方法 ,并 介绍 了 国际 上 最 新 的 多 维 技术 在 研究 中 的 应 用 ;同时 充分 体现 
了 生物 信息 学 在 蛋白 质 组 研究 中 的 重要 性 。 

本 书 可 作为 生物 学 、 医 学 化 学 专业 大 学 生 , 研 究 生 和 教学 人 员 的 参考 
书 ,也 是 从 事 生物 化 学 分 子 生物 学 、 医 学 等 领域 中 分 离 分 析 工 作 人 员 的 参 
考 书 。 
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我 曾 在 1997 年 10 月 出 版 了 《和 蛋白质 化 学 研究 技术 与 进展 》 一 书 。 此 书后 来 又 重印 了 
一 次 ,这 反映 有 一 定 的 需求 ,但 目前 已 完成 其 历史 任务 。 因 为 ,这 几 年 中 ,蛋白 质 领域 发 生 
了 翻天 覆 地 的 变化 ,进入 了 和 蛋白质 组 学 的 时 代 。 在 中 国 科 学 院 , 上 海 生命 科学 研究 院 和 生 
物化 学 与 细胞 生物 学 研究 所 于 2000 年 共 建 了 和 蛋白质 组 研究 分 析 中 心 。 近 年 来 ,更 多 的 研 
究 单 位 和 大 专 院 校 建立 了 蛋白 质 组 学 中 心 或 蛋白 质 组 学 重点 实验 室 。 

蛋白 质 化 学 的 研究 是 从 细胞 中 成 千 上 万 种 蛋白 质 中 分 离 纯 化 到 一 种 蛋白 质 来 研究 
它 ; 而 在 蛋白 质 组 学 研究 中 ,是 欲 将 细胞 中 全 部 的 蛋白 质 系统 地 分 离 和 鉴定 ,在 整体 水 平 
上 研究 其 结构 和 功能 。 有 人 说 ,早期 蛋白 质 研 究 是 个 体 作 坊 式 的 ,而 目前 的 蛋白 质 组 研究 
是 在 团队 水 平 上 进行 。 由 于 工作 量 之 大 和 高 通 量 、 高 难度 ,不 是 少数 几 个 人 所 能 胜任 的 ， 
这 也 要 求 研究 者 是 团队 式 的 。 

30 多 年 前 ,很 多 医学 家 已 经 考虑 到 疾病 不 是 单 因素 而 是 多 种 因素 综合 作用 的 结果 ， 
他 们 发 展 了 现代 双向 电泳 技术 来 研究 这 些 复杂 的 因素 ,看 到 了 可 喜 的 前 景 。 当 时 犹如 看 
天 上 众多 的 星星 ,但 理 不 出 头绪 。 后 来 发 展 的 电泳 图 像 分 析 和 质谱 技术 , 才 解 决 了 这 些 疑 
难 问题 。 

我 近年 常用 "从 蛋白质 化 学 到 蛋白 质 组 学 "这 一 题目 讲课 ,这 也 反映 一 种 历程 。 国 际 
上 一 些 科学 家 用 疑惑 的 眼光 询问 ,也 有 很 多 人 表示 赞同 。 事 实 上 ,不 少 蛋 白质 组 学 专家 ， 
过 去 也 是 蛋白 质 化 学 家 。 当 然 ,也 有 不 少 蛋 白质 组 学 专家 来 自 医学 界 。 

1997 年 ,我 应 邀 参加 在 澳大利亚 举行 的 Lore 蛋白 质 结构 和 功能 讨论 会 , 当时 
Williams 的 报告 "The Establishment Phase for the Australian Proteome Analysis Facility” 
( 即 著名 的 APAF) 使 我 很 受 启 发 ,次 年 我 访问 美国 一 些 实验 室 时 ,特别 注意 有 关内 容 , 并 
请 顺 访 上 海 的 蛋白 质 化 学 专家 潘 裕 敬 博 士 作 了 蛋白 质 组 的 报告 ,重点 在 双向 电泳 。 当 时 ， 
我 们 已 有 CE、Mimi-IEF、FFE 等 多 种 电泳 技术 ,但 没有 建立 双向 电泳 的 要 求 ,也 不 太 明白 
为 何在 国际 有 名 的 电泳 杂志 上 总 有 一 半 论 文 涉 及 2-DE。 当 对 蛋白 质 组 学 有 所 了 解 后 ,也 
就 明白 了 。 

金 善 纬 教授 多 次 建议 我 :做 蛋白 质 研 究 一 定 要 有 质谱 ! 在 后 来 工作 中 ,还 得 到 质谱 专 
家 杨 一 鸣 进 一 步 的 指点 和 帮助 。 

我 步 人 和 蛋白质 化 学 这 一 领域 首先 是 在 复旦 大 学 的 课堂 上 听 邹 承 鲁 、 钮 经 义 先生 和 草 
天 钦 先 生 的 精彩 讲课 , 当时 很 多 名 教授 为 大 学 生 讲 系 列 的 基础 课 。 进 入 中 国 科 学 院 上 海 
生物 化 学 研究 所 后 ,得 益 于 王 应 睐 先生 和 戚 德 芳 先生 的 直接 教诲 。 值 得 指出 的 是 :在 著名 
的 生化 所 这 样 的 研究 氛围 中 ,我 受到 国内 一 批 享有 盛名 的 研究 蛋白 质 的 前 辈 更 陶 ; 同 时 也 
获 益 于 同事 们 有 益 的 交流 讨论 ,他 们 在 当时 生活 和 研究 条 件 极其 艰难 的 情况 下 开展 工作 。 

蛋白 质 组 学 这 一 新 的 热点 学 科 在 国内 外 都 有 不 同 程度 的 理解 。 可 以 作为 大 学 科 来 组 
织 , 也 可 以 作为 一 种 研究 方法 在 小 范围 内 对 所 感 兴趣 的 课题 进行 研究 。 但 有 一 点 是 肯定 
的 , 即 大 家 都 对 蛋白 质 组 学 寄予 厚望 ,并 在 不 同 水 平和 不 同 范畴 上 进行 工作 ,这 是 值得 庆 
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贺 的 。 如 今 已 有 全 球 性 的 蛋白 质 组 机 构 一 一人 类 蛋白质 组 组 织 (Human Proteome Orga- 
nization，HUPO) ,和 蛋白质 组 学 的 专业 性 刊物 也 不 断 涌现 ,一派 欣 欣 向 荣 景 象 。 

我 们 在 《蛋白 质 化 学 研究 技术 与 进展 》 的 基础 上 ,结合 当前 的 研究 进展 ,写作 了 本 书 ， 
如 果 本 书 能 在 我 国 蛋白 质 组 学 的 发 展 中 ,引起 人 们 更 多 的 兴趣 ,起 到 普及 和 引导 和 人 门 的 作 
用 ,我们 将 感到 非常 欣慰 。 


夏 其 昌 
2003 年 4 月 21 日 
中 国 科 学 院 ”上海 生 命 科学 研究 院 
生物 化 学 与 细胞 生物 学 研究 所 
有 蛋白质 组 研究 分 析 中 心 
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第 一 章 重 白 质 的 表征 
第 一 节 有 蛋白质 结构 的 基本 概念 


蛋白 质 是 一 类 重要 的 生物 高 分 子 , 英 文 为 "Protein” ,该 词 从 布 腊 文 转化 而 来 ,意思 是 
“最 原始 的 " ,可 见 当 时 人 们 对 和 蛋白质 的 认识 已 有 相当 的 基础 。 

蛋白 质 有 成 千 上 万 种 ,不同 的 蛋白 质 具 有 不 同 的 生物 功能 。 蛋 白质 是 20 种 - 氮 基 
酸 通过 酰胺 键 ( 肽 键 ) 联 成 的 长 链 分 子 ,这 种 长 链 即 所 谓 的 肽 链 。 许 多 蛋白 质 还 包含 有 非 
肽 链 结构 的 其 他 组 成 成 分 ,这 种 成 分 称 为 配 基 或 辅 基 。 

作为 蛋白 质 组 成 成 分 的 氨基 酸 一 共有 20 种 ,它们 的 名 称 和 结构 列 在 表 1.1 中 。 为 了 
表达 和 蛋白质 和 肽 结构 的 需要 ,每 个 氨基 酸 都 有 相应 的 符号 表示 ,常用 符号 通常 由 氨基 酸 英 
文 名 的 三 个 字母 组 成 。 一 个 蛋白 质 由 上 百 个 甚至 上 千 个 氨基 酸 组 成 ,为 了 表达 的 方便 ,又 
设计 出 单字 符号 。 

表 1.1 存在 于 蛋白 质 中 的 20 种 常见 氨基 酸 














氨基 酸 英文 名 三 字母 符号 ”单字 母 符号 结 构 残 基 分 子 质 量 /Da “等 电 点 
-NEH-CEH--CO 一 
两 氨 酸 alanine Ala A | 71.08 6.00 
CHa 
NEECEHOO 王 
| 有 
(CEH2 )3 
精 氨 酸 argnine Arg R | 156.19 10.76 
语 
NE 一 C 一 NH 
-NH 全 CO- 
天 冬 酰胺 asparagine Asn N 才 训 114.10 
CONHED 
下 12 全 
天 冬 氨 酸 aspartic acid Asp D 和 115.09 2 7 
COOH 
天 冬 栈 胺 或 地 下 
天 冬 氨 酸 习 [ 
一 NH 一 CH--CO 一 
半 胱 氨 酸 cysteine Cys 已 103.14 总 间 7 
CEHSH 
NH 任 CO 
谷 氨 酸 glutamic acid Glu 下 人 go2 22 
CH 一 COOH 
四 3 








续 表 
氨基 酸 英文 名 ”三 字母 符号 ”单字 母 符号 结 构 残 基 分 子 质量 /Da “等 电 点 
本 
谷 氮 酰胺 glutamine Gln Q 人 又 128.13 
CH 一 CONEP 
谷 氨 酸 或 汪 昌 
尺 
谷 氨 酰胺 
甘氨酸 glycine Gly 全 一 NH--CH 一 CO 一 57.05 5.97 
和 
CH， 
组 氨 酸 histidine His 百 入 137W 
L 一 N 
\H 
必 本 全 谢 洒 
蜡 亮 氨 酸 isoleucine Ile I 人 113.16 6.02 
CH 一 CH3 
RE 
CH， 
亮 氨 酸 leucine Leu 和 | 113.16 5.98 
和 
CHi 
CR 
赖 氮 酸 lysine Lys K [人 多 4 128.17 9.74 
NH2 
0 
甲 硫 氨 酸 methionine Met M fc )2 131.19 5 
SS 一 人 5 沁 
0 
葵 两 氨 酸 “phenylalanine Phe F SHE 147.18 S.48 
且 氨 酸 proline Pro P 7 6.30 
丝氨酸 serine Ser 了 全 | 87.08 5.68 
CEHOH 
二 
苏 氨 酸 threonine Thr 波 人 101.11 6.16 
CHi 
-一 NH 一 CH 一 CO 一 
CH， 
色 氮 酸 tryptophan Trp W 几 186.21 5.89 
| 
理 





续 表 





氨基 栈 英文 名 ”三 字母 符号 ”单字 母 符号 结 构 残 基 分 子 质量 /Da ”等 电 点 
一 NH-CH-Co 一 
0 
酷 氨 酸 tyrosine Tyr 汪 163.18 5.66 
OH 
一 NFEECEEECD 一 
统 氢 酸 valine Val V 99.13 5.96 


除了 表 1.1 列 出 的 20 种 基本 氨基 酸 外 ,实际 上 还 有 几 百 种 不 常见 的 氟 基 酸 参 与 某 些 
蛋白 质 的 组 分 ,可 称 为 稀有 氮 基 酸 ; 另 一 些 氨基 酸 出 现 频率 要 高 些 , 如 产 且 氨 酸 ,. 甲 基 组 氮 
酸 和 甲 基 赖 氨 酸 7y -羧基 谷 氮 酸 等 ,但 它们 是 在 蛋白 质 生 物 合成 后 转变 而 来 的 ,因此 不 计 
人 基本 氮 基 酸 之 列 。 

蛋白 质 的 化 学 结构 如 下 : 





N 端 肽 键 残 基 C 端 


这 是 一 个 链 状 的 结构 ,经 水 解 后 ,将 肽 键 断裂 ,转变 成 一 系列 的 氨基 酸 。 链 中 相当 于 
氮 基 酸 的 单元 结构 称 为 残 基 。 而 上 述 链 称 为 肽 链 。 肽 链 的 氨基 一 端 称 为 N 端 或 氨基 端 ， 
送 基 一 端 称 为 C 端 或 羧基 端 。 习 惯 上 将 N 端 列 在 左边 ,C 端 列 在 右边 。 

从 氨基 酸 的 结构 看 , 半 胱 氨 酸 的 侧 链 上 有 和 莹 基 ( 一 SH)。 殖 基 的 稳定 性 较 差 ,在 碱 性 
pH 下 易 氧 化 成 硫 一 硫 键 (或 称 二 硫 键 )。 如 果 一 条 肽 链 上 的 两 个 半 胱 氨 酸 的 琉 基 形 成 二 
硫 键 , 肽 链 形成 链 内 二 硫 键 。 假 如 两 条 肽 链 间 形 成 二 硫 键 , 就 出 现 由 两 条 肽 链 组 成 的 蛋白 
质 ( 如 胰岛 素 )。 和 蛋白 质 分 子 有 两 对 以 上 的 二 硫 键 , 或 者 是 蛋白 质 分 子 有 一 对 二 硫 键 和 一 
个 半 胱 氨 酸 ,二 硫 键 可 能 有 不 同 的 连接 方式 ,于 是 出 现 了 异 构 体 。 异 构 体 的 数目 因 半 胱 氮 
酸 含量 不 同 而 异 ,但 是 在 天 然 的 蛋白 质 分 子 中 没有 这 种 异 构 体 ,只 有 一 种 连接 方式 。 而 在 
重组 蛋白 质 的 复 性 中 ,可 能 出 现 二 硫 键 的 错 配对 。 

肽 链 由 许多 氢 基 酸 通 过 肽 键 ( 相 邻 两 个 氨基 酸 脱 去 一 分 子 水 ) 连 接 而 成 。20 种 氨基 
酸 前 后 沿 一 定 的 排列 次 序 形成 特定 的 结构 。 当 氨基 酸 组 成 及 它们 的 排列 次 序 和 长 短 不 同 
时 ,就 形成 了 不 同 的 蛋白 质 ;或 者 ,不 同 的 蛋白 质 有 特定 的 氨基 酸 序列 ,这 种 序列 是 蛋白 质 
化 学 结构 的 最 重要 的 内 容 。 

蛋白 质 分 子 中 还 有 非 肽 链 结构 的 部 分 ,有 些 也 通过 共 价 连接 ( 糖 基 化 、 磷 酸化 等 ), 有 
一 些 是 通过 非 共 价 结合 的 ( 辅 基 或 配 基 )。 

根据 重 白质 结构 有 不 同 的 层次 ,可 分 别称 之 为 蛋白 质 的 一 级 结构 二 级 结构 、 三 级 结 
构 及 四 级 结构 。 














一 级 结构 是 指 肽 链 中 的 氨基 酸 排 列 序列 ,二 硫 键 的 定位 也 是 一 级 结构 的 重要 内 容 。 
下 面 是 猪 胰岛 素 A 链 的 一 级 结构 的 两 种 表示 形式 : 
Gly-Jle-Val-Glu-Gln-Cys-Cys-Ala-Ser-ValLCys-Ser-Leu-Tyr-Gln-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys-Asn 
OCTAESONV GO SS 工 YY 得 厂 卫 WU 

蛋白 质 的 二 级 结构 也 可 称 为 构象 单元 ,因为 它们 是 蛋白 质 复杂 的 空间 构象 的 基础 。 
常见 的 构象 单元 有 :a- 螺 旋 ;B- 折 和 至;B- 转 角 ; 无 规则 卷曲 。 一 些 构象 单元 的 结构 不 是 不 
可 改变 的 ,pH 温度 溶剂 极 性 等 环境 因素 可 以 影响 单元 的 变化 。 

具有 二 级 结构 的 肽 链 在 空间 走向 ,形成 具有 空间 三 级 结构 的 蛋 白 质 ,如 所 谓 球 量 和 白 
类 ,它们 几乎 都 有 生物 功能 和 活性 ,其 中 有 些 还 能 进一步 相互 作用 ,形成 更 高 层次 的 结构 。 
蛋白 质 之 所 以 有 功能 ,是 因为 分 子 表面 有 可 以 进一步 作用 的 基 团 ,不 同 的 蛋白 质 由 于 分 子 
表面 结构 不 同 , 可 作用 的 基 团 分 布 和 组 合 也 不 同 ,这 种 特定 的 结构 就 是 各 种 生 上 自 质 具有 不 
同 的 功能 和 活性 的 分 子 基础 。 

四 级 结构 可 以 认为 是 一 些 特定 三 级 结构 的 折 有 登 肽 链 通过 非 共 价 键 而 形成 的 大 分 子 体 
系 , 也 可 称 为 亚 基 的 装配 (assembly)。 装 配 是 一 个 非常 复杂 的 过 程 , 它 能 使 各 亚 基 间 相互 
调节 ,使 蛋白 质 分 子 的 功能 更 完善 。 

重 白 质 的 分 离 纯化 是 研究 蛋白 质 的 基础 和 起 点 。 蛋 白质 的 来 源 是 多 样 的 ,主要 来 自 
动物 植物 的 各 种 组 织 和 微生物 ,取材 要 采用 含量 丰富 的 器 官 ,这 有 时 还 和 季节 有 关 ; 近 年 
来 ,还 来 自 基 因 工 程 的 方法 。 

抽 提 蛋白质 的 第 一 步 是 将 组 织 粉碎 ,破坏 细胞 ,以 便于 抽 提 出 蛋白 质 ; 抽 提 液 的 选择 
也 因 和 蛋白 质 而 异 。 一 般 用 低 浓 度 的 缓冲 液 , 有 时 在 从 肌肉 抽 提 时 也 用 稀 碱 , 因 肌肉 中 含有 
乳酸 ,最 后 抽 提 液 的 pH 却 是 中 性 的 。 在 提取 膜 蛋 白 或 包含 体内 的 蛋白 质 时 ,还 加 入 ( 非 
离子 型 ) 表 面 活性 剂 或 变性 剂 以 增加 溶解 度 。 各 种 细胞 中 普遍 存在 各 种 蛋白 水 解 酶 ,会 导 
致 蛋白 质 的 降解 ,低温 操作 和 加 一 些 相 应 蛋白 酶 抑制 剂 ( 如 DFP、`PCMB 、PMSF 等 ) .整合 
剂 (EDTA 等 ) 是 有 益 的 。 

将 蛋白 质 抽 提 出 来 后 ,就 要 进一步 纯化 。 纯 化 不 外 乎 两 方面 :一 是 将 大 体积 变 成 小 体 
积 ; 二 是 把 多 组 分 蛋白 质 只 留 下 单一 种 的 蛋白 质 。 前 者 有 吸附 法 ` 超 滤 法 册 、 冻 千 等 。 后 
者 有 根据 蛋白 质 的 分 子 形状 和 分 子 质 量 大 小 .电离 性 质 ` 溶解度 和 朴 水 性 .生物 功能 专 一 
性 等 ,常用 有 各 种 盐 析 法 喇 , 超 离心 沉降 .结晶 6] 电泳 、 凝 胶 过 滤 ,离子 交换 色谱 ` 亲 和 人 色 
谱 等 。 近 年 来 发 展 的 FPLC 和 HPLC 大 大 促进 了 许多 蛋白 质 在 毫克 级 的 纯化 ,其 量 足 够 
用 于 有 蛋白质 的 化 学 研究 。 一 些 新 型 无 载体 的 液 相 电泳 的 发 展 !4.5 ,能 在 数 十 毫克 到 数 
克 水 平 上 制备 蛋白 质 , 并 开拓 了 一 个 新 领域 。 精 制 蛋白 质 的 技术 将 在 本 书 有 关 章 节 中 阐 
述 。 


第 二 节 有 蛋白质 的 纯度 


蛋白 质 的 纯度 是 一 个 重要 的 指标 ,尤其 在 重组 蛋白 的 质量 控制 中 。 但 它 也 是 一 个 相 

对 的 指标 , 而 纯度 要 求 953% 99% 或 99.9% 需 根据 实际 要 求 而 制定 。 正 如 化 学 试剂 有 化 

学 纯 、 分 析 纯 光谱 纯 等 ,蛋白 质 的 纯度 一 般 指 是 否 含 有 其 他 杂 有 蛋白 ,而 不 包括 盐 、 缓 冲 液 

离子 .十 二 烷 基 硫酸 钠 (SDS) 等 小 分 子 在 内 。 一 些 蛋白 质 在 硫酸 铵 糊 中 相当 稳定 ,一 些 酶 
四 6 








在 甘油 中 保存 则 很 稳定 。 而 在 遗传 工程 产品 中 , 却 要 考虑 这 些小 分 子 的 存在 与 否 。 

蛋白 质 纯度 如 用 百分数 表示 ,有 时 还 和 检测 方法 .定量 方法 .所 选用 仪器 的 参数 有 关 。 
例如 在 HPLC 分 析 蛋 白质 纯度 时 ,一 般 要 求 以 280nm 检测 ,这 是 蛋白 质 的 吸收 高 峰 , 而 很 
可 能 不 是 非 蛋 白质 杂质 的 紫外 吸收 峰 , 甚 至 小 分 子 物 质 在 280nm 处 没有 吸收 ,因此 都 以 
280nm 的 光 吸 收 来 定量 处 理 , 检 测 不 到 非 蛋 白质 杂质 和 小 分 子 物 质 的 存在 ,表明 所 得 的 
蛋白 质 纯 度 会 偏 高 。 

在 色谱 中 普遍 采用 积分 面积 的 方法 ,这 也 不 是 很 妥当 的 。 而 且 在 用 计算 机 或 积分 
仪 在 线 检 出 时 ,仪器 的 参数 设置 与 所 得 的 报告 很 有 关系 ,设置 不 妥 往 往 导 致 结果 不 够 准 
确 。 

目前 常用 的 鉴定 蛋白 质 纯度 方法 有 :中 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 和 十 二 烷 基 硫酸 钠 - 聚 丙 
烦 酰 胺 凝 胶 电 泳 (SDS-PAGE) ;@ 毛 细 管 电泳 (CE); @ 等 电 聚 焦 (IEF) ;四 高 效 液 相 色谱 
(HPLC) ,包括 凝 胶 过 滤 ` 各 种 反 相 色谱 离子 色谱 \ 踊 水 色谱 等 ;@ 质 谱 (MS)。 

一 些 新 的 有 效 方法 也 在 引入 分 析 和 蛋白 质 的 纯度 ,如 质谱 等 。 由 于 它 测定 分 子 质量 的 
精确 度 可 达 万 分 之 一 ,因此 丢失 一 个 氨基 酸 残 基 ( 平 均 分 子 质量 约 110Da) 就 可 以 检 出 ;如 
有 和 氢 基 酸 的 取代 形成 突变 株 (可 能 分 子 质量 有 几 十 道 尔 顿 的 差异 ) ,也 非常 容易 被 发 现 。 

此 外 ,还 有 一 些 化 学 法 ,例如 观察 末端 或 C 端 是 否 均一 ,也 是 相当 有 效 的 方法 ,有 时 
甚至 比 常用 的 HPLC 更 有 效 。 比 如 有 一 个 产品 在 HPLC 中 已 是 一 对 称 的 峰 , 该 生产 单位 
认为 是 100% 纯 ,但 在 蛋白 质 的 N 端 分 析 中 指出 纯度 还 不 到 90% ,有 一 定量 的 其 他 蛋白 
质 存在 。 

用 末端 分 析 法 检查 蛋白 质 的 纯度 ,在 国内 目前 还 没有 引起 重视 ,其 实在 测 N 端 序列 
的 同时 ,应 该 也 给 出 N 端 均一 性 (蛋白 质 的 纯度 百分数 ) 的 数据 。 

在 遗传 工程 产品 的 鉴定 中 ,又 常常 发 现 N 端 是 不 均一 的 ,存在 着 微观 不 均一 性 。 例 
如 新 型 白细胞 介 素 - 2(IL-2,Ser-125) 的 N 端 , 部 分 是 Ala-Pro-ThrSer-Ser……, 部 分 携 有 
Met, 故 其 序列 是 Met-Ala-Pro-Thr-Ser…… 但 一 般 不 影响 其 生物 活性 , 仍 认为 是 均一 的 。 
但 美国 Hoffmann-La Roche 同类 产品 均 为 Met-Ala-Pro-Thr-Ser…… 

按照 严格 的 要 求 , 用 电泳 法 证 明 蛋 白质 的 纯度 ,在 一 种 pH 下 电泳 说 明 该 蛋白 质 是 纯 
的 ,这 是 不 够 充分 的 。 应 该 取 两 种 pH 缓冲 液 ,它们 分 布 在 蛋白 质 等 电 点 的 两 侧 ,在 这 两 
种 pH 下 电泳 都 证 明 此 有 蛋白质 是 纯 的 ,这 样 才 可 人 靠 。 

应 该 指出 ,只 用 一 种 方法 鉴定 蛋白 质 纯度 是 不 够 的 ,至 少 应 该 用 两 种 以 上 的 方法 ,而 
且 是 两 种 不 同 的 分 离 机 理 的 方法 来 判断 蛋白 质 纯度 才 比 较 可 靠 。 因 为 常常 发 现 某 一 样品 
在 凝 胶 过 滤 中 是 纯 的 ,而 在 离子 色谱 中 却 分 辨 为 两 个 组 分 ,反之 亦 然 。 

又 如 ,一 种 样品 用 凝 胶 过 滤 法 和 SDS- PAGE 电泳 证 明 是 纯 的 ,但 这 仍 不 充分 ,因为 
这 两 种 方法 的 机 制 是 相同 的 。 


军机 


测定 蛋白 质 的 量 是 研究 蛋白 质 的 最 基本 的 一 步 ,而 对 蛋白 质 定量 方法 的 原理 .适用 范 
围 、 灵 人 敏 度 和 可 靠 性 程度 有 一 些 了 解 是 必要 的 。 
往往 一 些 单位 在 送 蛋 白质 /多 肽 样品 进行 氨基 酸 组 成 分 析 或 进行 其 序列 分 析 时 ,样品 
下 二 








实际 浓度 和 所 报 ( 预 期 ) 的 浓度 有 很 大 的 差异 ,甚至 有 数量 级 的 差异 ,以致 上 样品 量 太 少 而 
无 法 分 析 ,造成 人 力 、. 时 间 费用 上 的 浪费 。 

更 有 甚 者 ,根据 一 些 片面 数据 ,没有 测定 蛋白 质 浓 度 ,进行 光谱 和 定量 氨基 酸 分 析 ,就 
断言 所 得 的 样品 是 蛋白 质 。 因 此 ,蛋白 质 的 定量 看 来 是 “小 事 " 一 桩 ,但 却 是 最 基本 的 要 
事 , 如 不 重视 ,会 在 根本 上 出 问题 。 

溶液 中 蛋白 质 的 浓度 测定 方法 很 多 ,最 早 的 经 典 方法 是 克 氏 定 所 法 ,因为 每 一 种 蛋 自 
质 都 有 其 恒定 的 含 氮 量 (14% 一 16% )。 其 方法 是 将 一 定量 的 蛋白 质 用 浓 硫 酸 消化 分 解 ， 
使 其 中 的 氮 变 成 铵 盐 ,再 与 浓 NaOH 作用 ,使 氯气 放出 而 被 吸收 于 标准 酸 液 中 ,用 反 滴 定 
法 滴定 残余 的 酸 ,或 用 硼酸 吸收 后 ,再 用 标准 酸 直接 滴定 , 求 得 该 蛋白 质 样 品 中 的 含 氮 
量 民 7] 。 

此 法 虽 有 普遍 性 ,但 操作 繁琐 , 目前 应 用 较 少 。 稍 后 应 用 较 广 泛 的 方法 是 双 缩 腺 法 、 
福 林 - 酚 法 和 紫外 吸收 法 ,近年 来 大 多 数 人 用 考 马 斯 亮 蓝 法 。 

选择 哪 一 种 方法 ,一 般 考虑 的 原则 是 准确 、 操 作 方 便 、 影 响 因素 少 。 


一 、 光 吸收 法 


蛋白 质 在 280nm 左右 有 吸收 高 峰 , 这 主要 是 由 于 蛋白 质 中 的 芳香 族 氨基 酸 (Trp 和 
Tyr) 的 缘故 ,因此 可 以 用 280nm 光 吸 收 值 来 定量 溶液 中 的 蛋白 质 。 但 是 每 种 蛋白 质 中 的 
芳香 族 氨 基 酸 含量 是 不 同 的 ,而 且 有 较 大 的 差别 。 最 简单 的 方法 是 采用 280nm 光 吸 收 为 
1 时 等 于 lmgMml 来 计算 。 这 样 简单 的 处 理 在 准确 性 上 有 不 足 之 处 ,但 其 测定 时 间 短 ,用 
量 极 少 ,而 且 不 消耗 样品 , 故 被 广泛 采用 。 

考虑 到 蛋白 质 样品 中 可 能 含有 少量 核酸 类 杂质 ,因此 采用 280nm 和 260nm 光 吸 收 以 
下 式 计算 。 


最 准确 的 方法 是 用 蛋白 质 的 摩尔 消光 系数 计算 。 在 蛋白 质 纯 化 后 ,将 此 纯 的 蛋白 质 
对 水 充分 透析 ,然后 冻 干 或 在 真空 干燥 器 中 干燥 , 继而 在 105C 下 人 恒 重 , 精确 称 量 1 一 


10mg, 再 定量 溶 于 一 定 体 积 中 (通常 为 Img[ml) ,测量 280nm 下 的 光 吸 收 ,从 而 得 出 该 蛋 
白质 的 摩尔 消光 系数 。 这 种 方法 最 为 方便 、 准 确 , 适 于 微量 测定 。 


此 法 是 基于 和 蛋 日 质 之 肽 键 一 CO 一 NH 一 有 双 缩 腺 反应 ,在 碱 性 溶液 中 与 Co“ 络 合 显 
蓝 色 !$] 。 该 法 受 蛋白 质 之 特异 性 影响 较 小 ,适用 于 较 大 量 蛋白 质 (毫克 级 ) 的 测定 。 
二 、 柱 林 - 酚 法 


此 法 灵敏 度 和 准确 性 都 较 高 ,但 操作 较 繁琐 ,此 外 ,影响 因素 (譬如 去 垢 剂 和 干扰 这 一 方 
法 ) 也 较 多 "9 。 
中 >。 





SmithlloJ 提 出 一 种 新 的 BCA 测定 蛋白 质 的 方法 ,灵敏 度 和 重复 性 均 佳 , 受 干 扰 少 ， 
Pierce 公司 有 商品 供应 。 


四 、 考 马 斯 亮 蓝 G-250 法 


此 法 适合 于 定量 10 一 100wg, 操作 简单 ,应 用 广泛 。 考 马 斯 亮 蓝 G-250 又 叫 "home- 
made” 试 剂 4 每 个 实验 室 可 以 方便 地 自行 配制 。 


五 、 氨 基 酸 分 析 法 


此 法 很 准确 ,最 接近 真实 值 ,因为 其 他 方法 都 用 一 个 已 知 的 纯 蛋 白 ( 大 多 数 情况 下 采 
用 牛 血清 白 蛋白 ,BSA) 作 一 标准 曲线 ,将 待 测 蛋白 与 之 相 比 ,实际 上 两 种 蛋白 质 的 芳香 族 
氨基 酸 含量 不 完全 一 样 , 所 以 会 产生 系统 误差 。 而 用 氨基 酸 分 析 来 计算 是 测 得 该 蛋白 真 
实 值 ,但 稍 偏 低 一 点 ,因为 蛋白 质 在 酸 水 解 时 , Trp 被 破坏 ,Cys 也 遭受 很 大 破坏 , Ser 和 
Thr 回收 也 在 90% 左 右 。 

上 述 方 法 的 操作 细节 可 参见 《蛋白 质 化 学 研究 技术 浇 ] 和 《蛋白质 和 酶 学 研究 方 
法 》[I2] 。 


第 四 节 ， 蛋白质 的 脱盐 (除去 盐 各 非 共 价 结合 的 小 分 子 ) 


蛋白 质 溶液 中 的 大 多 数 盐 和 低 分 子 质量 的 物质 可 以 对 0.1molML NaCl 透析 而 除去 ， 
然后 再 对 水 充分 透析 。 如 果 用 过 甲酸 处 理 过 的 样品 ,由 于 缺少 讽 原子 ,所 以 先 用 其 他 盐 或 
缓冲 液 透析 ,如 挥发 性 的 乙酸 铵 、 稀 的 乙酸 或 碳酸 氢 铵 ,然后 再 对 水 透析 或 直接 冻 干 。 

用 族 胶 过 滤 法 (Sephadex G-25 或 类 似 的 介质 ) 和 HPLC 的 凝 胶 柱 脱盐 。 应 用 这 类 技 
术 时 首先 要 考虑 蛋白 质 的 回收 ,特别 对 少量 和 蛋白质, 尤其 是 碱 性 蛋白 质 , 则 常常 因 载体 对 
蛋 和 白质 的 吸附 作用 而 导致 回收 差 。 此 时 的 流动 相 一 般 不 能 用 水 , 而 推荐 用 0.1molLL 本 
酸 或 0.1molLL 碳酸 氢 铵 ,因为 可 以 在 冻 干 过 程 中 除去 这 些 挥发 性 的 盐 。 

在 蛋白 质 纯化 的 最 后 阶段 ,常用 挥发 性 溶剂 ( 例 0.1%TFAVACN) 的 反 相 HPLC, 则 
可 得 到 无 盐 的 蛋白 质 样品 ,在 我 们 实验 室 常用 此 法 于 蛋白 质 序列 分 析 中 净化 样品 。 如 果 
对 某 些 蛋白 质 的 回收 低 ,建议 用 短 柱 ( 例 PE-ABD 公司 的 RP-300 柱 ,30mm x2.1mmy) 较 
为 理想 。 

比 HPLC 更 简单 的 方法 是 用 C-18 的 Sek-Pak ,或 用 Millipore 公司 的 超 滤 离心 过 滤 
管 ,但 耗费 较 大 。 

如 果 和 蛋白 质 是 用 SDS-PAGE 纯化 的 , 则 非 共 价 结合 的 分 子 往往 可 以 有 效 地 除去 ,但 
又 引入 了 SDS 和 其 他 一 些 分 子 (Tris,Glycine 等 )。 从 SDS-PAGE 电泳 的 凝 胶 中 回收 蛋白 
质 的 方法 很 多 ,但 不 尽 如 人 意 。 如 采用 电 印 迹 ,往往 很 有 效 。 因 为 PVDF 膜 结 合 蛋 白质 
的 亲和力 大 大 高 于 盐 .去 垢 剂 等 小 分 子 物质 ,从 而 达到 和 蛋白质 脱 盐 的 目的 3'14] 。 

Stone 推荐 用 TCA 沉淀 蛋白 质 而 脱盐 ,蛋白 质 浓 度 >100ugMml( 如 果 和 蛋白 质 浓 度 太 
低 , 得 不 到 沉淀 ,这 时 可 用 真空 离心 浓缩 蛋白 质 的 方法 ) ,加 总 体积 1/9 的 100% TCA， 
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TCA 最 后 浓度 为 10% ,在 冰 浴 放置 30min 后 离心 收集 沉淀 物 ,用 100Ml 冷 丙酮 洗 两 次 , 气 
流 干燥 :1。 

Stone 还 建议 用 丙酮 沉淀 法 ,1ml 以 下 的 蛋白 质 对 0.05%SDS,5mmol[L NEH4AHCO3 充 
分 透析 ,然后 转移 到 1.5ml Eppendorf 管 中 真 空 离心 干燥 ;加 50 由 水 ;再 加 450wl lmmolLL 
HCI 的 酸性 丙酮 ,在 -207 放置 3h, 离 心 收集 沉淀 ,用 100 岂 冷 丙 酮 洗 沉 活 两 次 ,气流 干 
燥 15] 。 

注意 :如 果 SDS 的 量 大 于 0.05% , 则 SDS 易 与 蛋白 质 形成 共 沉 演 。 

金属 离子 或 辅酶 往往 和 蛋白 质 紧 密 结合 ,这 可 将 蛋白 质变 性 后 用 透析 法 除去 。 


第 五 节 有 蛋白质 的 分 子 质 量 测 是 


蛋白 质 分 子 质量 的 测定 早期 采用 超 离心 分 析 和 光 散 射 法 ,这 需要 较 高 级 的 专用 仪器 
和 较 多 量 的 蛋白 质 的 样品 ,目前 应 用 很 少 。 

二 十 多 年 前 采用 凝 胶 过 滤 法 测定 蛋白 质 的 分 子 质 量 '9 ,应 用 最 广泛 的 是 Sephadex 
列 (G-75、G-100) 等 。 近 年 来 由 于 解决 了 分 离 介质 的 刚性 问题 ,有 了 HPLC 的 族 胶 过 滤 系 
统 (例如 Waters 的 工 60、I125 、I-250 和 Beckman 或 Toyo Soda 的 TSK2000SW ,3000SW， 
4000SW) ,这 样 测定 分 子 质 量 只 需 1h 即 可 。 

但 在 一 般 实验 室 应 用 的 常规 方法 是 SDS-PAGEI7] , 原理 是 在 SDS 存在 条 件 下 , 蛋 自 
质 表 面 都 携带 了 大 量 负电 荷 , 呈 杆 状 分 子 , 在 此 情况 下 ,不 是 根据 蛋白 质 的 电荷 而 是 根据 
其 分 子 形状 和 大 小 来 进行 分 离 。 用 量 为 0.1 一 1wg, 这 种 方法 误差 为 S% 一 10% ,但 极为 简 
便 。 
凝 胶 过 滤 是 测定 完整 蛋白 质 分 子 的 分 子 质量 , 而 SDS-PAGE 是 测定 蛋白 质 亚 基 的 分 
子 质 量 , 同 时 用 这 两 种 方法 测定 同一 蛋白 质 分 子 质量 ,可 以 方便 地 判断 样品 蛋白 质 是 否 守 
聚 蛋白 质 。 

较 新 方法 是 用 毛细 管 电泳 ( 凝 胶 得 分 或 无 胶 得 分) 测定 蛋白 质 的 分 子 质量 , 仅 需 纳 克 
量 , 而 且 还 可 用 积分 仪 或 电脑 联机 精确 定量 。 同 时 此 法 对 蛋白 质 的 分 辨 率 和 准确 性 优 于 
SDS- PAGE 方 法。 在 某 一 批 IL-3 产品 的 分 子 质量 测定 中 ,用 SDS-PAGE 得 到 均一 的 区 
带 ,但 在 毛细 管 筛 分 电泳 中 为 两 个 毗邻 的 峰 。 两 个 峰 的 分 子 质量 也 有 约 1 000Da 的 差异 ， 
我 们 进一步 用 质谱 验证 了 这 一 结果 。 

最 新 的 方法 是 用 质谱 测定 蛋白 质 的 分 子 质量 。20 世纪 80 年 代 初期 ,质谱 用 于 测定 
分 子 质 量 的 有 快 原子 必 击 质谱 (fast-atom bombardment mass spectrometry，FABMS) 和 等 
离子 体 解 吸 飞 行 时 间 质 谱 (plasma desorption time-of-flight mass spectrometry) 。 

近年 来 ,高 分 辨 率 的 磁 质 谱 可 精确 测定 分 子 质量 2 000Da 以 下 的 多 肽 。 到 90 年 代 ， 
由 于 电路 雾 质 谱 (ESIU) 有 了 长 足 的 发 展 , 可 以 用 于 测定 分 子 质量 约 5 万 Da 的 蛋白 质 ,而 
且 只 需 皮 摩 尔 (pmol) 量 的 蛋白 质 , 且 其 精度 可 达 0.01% 。 而 MALDI-TOF 则 可 测定 蛋 自 
质 分 子 质量 高 达 二 三 十 万 道 尔 顿 。 图 1.1 所 示 为 ESI 质谱 测定 细胞 色素 c 的 分 子 质量 ， 
右 角 是 其 电荷 分 布 图 , 据 此 计算 出 分 子 质 量 。 细 节 可 参见 相关 章节 。 
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图 1.1 电 喷 雾 质 谱 法 测定 细胞 色素 分 子 质量 


第 六 节 蛋白质 的 等 电 反 测定 


等 电 聚 焦 法 可 以 测定 蛋白 质 的 等 电 点 ,同时 又 能 鉴定 蛋白 质 的 纯度 ,是 一 种 一 举 两 得 
的 方法 。 严 格 讲 ,一 种 蛋白 质 只 有 一 个 等 电 点 ,不 同 研究 小 组 报道 同一 种 蛋白 质 的 等 电 点 
有 所 差别 ,可 能 和 所 用 的 具体 方法 不 同 有 关 。 如 我 们 实验 室 测 定 重组 人 表皮 生长 因子 
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图 1.2 CIEF 测 定 天 花粉 蛋白 的 等 电 点 
a. 天 花粉 蛋白 的 等 电 点 测定 ;b. 标准 蛋白 质 的 等 电 点 测定 ic. 左 侧 二 图 实验 值 的 作 图 
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(rhEGF) 时 ,用 BioRad Mini-IEF 在 聚 丙烯 酰 胺 凝 胶 上 测 得 它 的 等 电 点 为 4.61181 ,而 用 全 
液 相 的 毛细 管 等 电 聚 焦 (CIEF) 测 得 其 等 电 点 是 5.01191。 

人 们 常常 遇 到 某 一 产品 用 一 些 方法 证 明 是 纯 的 ,但 在 等 电 聚 焦 分 析 时 出 现 较 多 的 条 
带 , 对 此 众说 纷 终 , 尚 无 公认 的 解释 。 有 的 专家 认为 可 能 是 空间 构象 不 同 而 引起 ,但 还 有 
待 实验 来 验证 。 

CIEF 测定 蛋白 质 等 电 点 的 另 一 个 优点 是 能 测定 偏 碱 性 的 蛋白 质 等 电 点 ,比如 天 花粉 
蛋白 的 等 电 点 被 测定 为 10.1015] 。 

最 近 ,我 们 实验 室 发 展 了 毛细 管 等 电 聚 焦 电 泳 - 电 喷雾 质谱 技术 (CIEF-MS) ,这 种 技 
术 的 等 电 点 分 辩 率 极 高 (能 分 辩 的 等 电 点 差异 小 于 0.04pH 单位 )。 一 些 标准 样品 用 这 种 
方法 分 析 可 发 现 亚 型 (分 子 质量 完全 一 样 ,等 电 点 不 同 ) 的 存在 ,其 中 细胞 色素 c 两 种 亚 型 
的 等 电 点 分 别 为 9.60 和 9.55, 差 异 只 有 0.05 ,一般 的 方法 根本 无 法 分 辨 (图 1.3)。 
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图 1.3 CIEF/ESIL-MS 联 用 分 析 标 准 蛋 白 混合 物 
(使 用 Pharmalyte 3.5- 10) 


第 七 节 ” 氛 基 酸 定量 分 析 


自从 Spackman \Stein 和 Moore 建立 氨基 酸 自 动 分 析 方 法 以 来 ,无 论 在 方法 学 、 仪 器 
自动 化 或 高 灵敏 度 方面 都 有 了 很 大 的 发 展 。 氨 基 酸 分 析 可 以 分 为 柱 后 反应 法 和 柱 前 衍生 
法 两 大 类 。 前 一 种 方法 是 将 游离 氨基 酸 经 过 色谱 柱 分 离 后 ,氨基 酸 再 与 显 色 剂 ( 曹 三 酮 、 
荧光 胺 、 邻 葵 二 甲醛 ) 作 用 ,仪器 需 用 专门 的 氨基 酸 分 析 仪 或 用 HPLC 加 上 柱 后 衍生 装 
置 。 这 种 方法 比较 稳定 ,因为 一 些 可 能 有 影响 的 “杂质 "在 柱 分 离 过 程 中 已 与 氨基 酸 分 开 ， 
然后 再 各 自 与 显 色 剂 作用 。 后 一 种 方法 是 将 各 种 氨基 酸 和 荧光 试剂 先 作用 生成 氨基 酸 的 
衡 生物 ,然后 再 用 柱 把 各 衍生 物 分 离 ,直接 检测 衍生 物 的 荧光 ,这 种 方法 的 特点 是 灵敏 度 
高 , 检 出 极限 已 达 1 pmol, 且 可 以 利用 HPLC 进行 氨基 酸 分 析 , 璧 如 OPA 技术 。 缺 点 是 菊 
光 强 度 依 赖 时 间 变 化 ,稳定 性 欠 佳 ,要 求 控制 很 严格 !201。 近 年 来 报道 的 PITC 是 一 种 很 
有 效 的 柱 前 衡 生 技 术 , 并 且 可 以 在 254nm 下 检测 ,操作 简便 ,作者 也 作 了 一 些 尝试 2。 

氨基 酸 的 水 解 方法 通常 采用 在 $.7molML HCI 真空 状况 下 110C 水 解 24h, 也 有 在 
150C 下 快速 水 解 4h。 不 同 条 件 下 ,各 种 氨基 酸 的 回收 率 会 有 所 不 同 ,而 且 色 氮 酸 会 受到 
破坏 ,通常 采用 3molLL 琉 基 乙 磺 酸 或 4molLL 甲 磺 酸 来 防止 色 氢 酸 被 破坏 。 一 种 新 的 方 
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法 是 在 水 解 样 品 中 加 入 保护 剂 十 二 烷 硫 醇 (dodecanethiobD) 和 EDTA, 据 称 色 氮 酸 的 回收 率 
可 达 80% 。 

Stein 实验 室 引 入 气相 水 解法 ,操作 方便 ,样品 损失 少 ,回收 率 也 高 。 目 前 已 有 把 蛋白 
质 水 解 .自动 进 样 、 氨 基 酸 分 析 和 定量 报告 联 成 一 个 系统 的 氨基 酸 分 析 仪 商品 出 售 。 

在 酸 水 解 条 件 下 半 胱 氨 酸 的 定量 很 不 准确 , 偏 低 严 重 。 通 常 在 酸 水 解 蛋白 质 前 用 过 
甲酸 氧化 成 磺 基 两 氨 酸 (cysteie acid) ;或 先 还 原 蛋 白质 ,用 碘 代 乙酸 处 理 把 半 胱 氨 酸 转变 
成 羧 甲 基 半 胱 氨 酸 。 一 种 较 新 的 方法 是 把 蛋白 质 用 DTT 还 原 后 ,加 入 乙烯 吡啶 
(4-vinylpyridine) ,然后 分 析 其 衍生 物 。 也 有 报道 用 DIDPA(3,3 -Dithiodipropionic acid ) 
与 半 胱 毛 酸 和 胱 氨 酸 形成 CysMPA, 此 衍生 物 能 在 HPLC 中 和 其 他 氨基 酸 衍生 物 分 离 ， 
故 可 用 于 准确 定量 半 胱 氨 酸 。 

如 果 采 用 电泳 法 (例如 SDS-PAGE) 分 离 到 样品 , 则 很 难 从 凝 胶 中 洗 脱 下 来 ,可 采用 点 
印迹 法 把 样品 转移 到 PVDF 膜 上 ,然后 在 PVDF 膜 上 直接 进行 盐酸 水 解 和 氮 基 酸 分 析 称 
之 为 原 位 分 析 (ziz sitw ) ,在 膜 上 分 析 氮 基 酸 的 误差 要 高 于 常规 方法 。 

人 们 在 氨基 酸 分 析 时 重视 精确 性 和 重复 性 ,而 常常 忽略 了 其 准确 性 。 为 了 较 好 地 评 
价 氮 基 酸 分 析 的 准确 性 ,过 去 作者 用 胰岛 素 为 标准 样品 来 判断 分 析 方 法 的 可 靠 性 。 近 年 
来 采用 "测试 肽 ”的 方法 ,即将 20 种 常见 的 氨基 酸 人 工 合成 为 一 个 20 肽 。 然 后 用 酸 水 解 ， 
每 种 氨基 酸 残 基 出 现 频率 都 是 1, 易 于 校正 回收 。 

氨基 酸 分 析 在 基因 工程 产品 分 析 中 是 一 项 重要 的 辅助 指标 。 往 往 有 人 将 产品 做 了 氢 
基 酸 分 析 , 见 到 有 氮 基 酸 的 存在 ,就 断言 此 产品 为 蛋白 质 ,这 是 很 不 充分 的 。 在 此 要 强调 
氨基 酸 的 定量 分 析 ,究竟 取 多 少 样品 量 去 水 解 和 做 氨基 酸 分 析 ? 如 果 取 10wg 样品 去 分 
析 ,最 后 各 种 氨基 酸 总 和 才 lwg, 那 么 尽管 该 样品 有 生物 活性 或 疗效 (如 果 确 有 的 话 ) ,要 
考虑 可 能 该 活性 不 一 定 是 来 自 蛋白 质 , 因 为 在 该 产品 中 ,蛋白 质 只 占 10% ,算是 一 种 " 杂 

进行 重组 蛋白 质 的 氨基 酸 分 析 , 可 以 和 标 样 比较 ,以 确认 重组 蛋白 质 的 氨基 酸 组 成 是 
否 和 天 然 蛋白 质 的 氨基 酸 组 成 一 样 。 如 果 是 某 种 未 知 蛋白 质 , 可 以 到 蛋白 质数 据 库 (Pro- 
tein Data Bank) 去 查阅 ,看 看 和 哪 一 种 已 知 蛋 白质 的 组 分 相似 ,再 作 进一步 确认 ,或 者 此 
样品 就 是 一 种 新 的 蛋白 质 。 

对 某 单位 生产 的 Y 干扰 素 进 行 分 析 , 用 BrCN 裂解 后 找 不 到 C 端 肽 ,同时 观察 到 氨基 
酸 分 析 中 精 氢 酸 明显 缺少 (7 干扰 素 的 133 个 氨基 酸 中 精 氨 酸 占 8 个 ,其 中 个 集中 在 近 
C 端 ) ,提示 C 端 可 能 是 不 完整 的 。 由 于 氨基 酸 分 析 提 供 重要 信息 ,从 而 让 工作 深入 下 去 ， 
最 后 证 明 C 端 有 所 缺失 , 少 了 约 13 个 氨基 酸 的 肽 ,但 没有 和 危及 生物 活性 C221]。 当 时 如 有 质 
谱 技 术 ,解决 此 类 问题 会 简单 得 多 。 

在 基因 工程 的 重组 蛋白 质 中 ,分 子 质量 一 般 在 10 000 一 20 000Da 之 间 , 氨基酸 分 析 
的 准确 性 有 多 大 ? 实际 意义 有 多 少 ? 这 个 问题 上 是 有 不 同 看 法 的 。 有 些 产 品 上 报 的 氮 基 
酸 组 成 和 理论 值 完 全 相同 ,反而 是 不 太 合理 的 ,因为 一 些 羟基 氨基 酸 (丝氨酸 , 苏 氨 酸 酸 水 
解 时 有 所 破坏 ;又 因为 各 种 肽 键 在 酸 水 解 时 ,有 些 肽 键 水 解 不 完全 ,有 些 肽 键 受 到 破坏 , 因 
此 和 理论 值 总 有 些 差异 却 是 正常 的 现象 。 一 般 讲 , 目前 很 少 有 人 在 科学 研究 论文 中 将 蛋 
白质 的 氨基 酸 组 成 作为 一 项 数据 来 发 表 , 因 为 往往 和 最 后 的 蛋白 质 序列 有 较 大 的 差异 ,还 
不 如 等 待 序列 的 数据 为 好 。 
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氨基 酸 分 析 在 肽 谱 和 点 突变 肽 的 分 析 中 是 很 重要 的 ,同时 也 可 以 是 很 精确 的 。 因 为 
这 种 肽 通常 是 含 5 一 20 个 氨基 酸 残 基 的 肽 ,又 常常 是 以 特定 的 某 一 个 酸性 或 碱 性 氨基 酸 
为 C 端 。 从 氮 基 酸 定量 分 析 而 言 , 分 析 20 一 30 个 氨基 酸 残 基 肽 的 精确 性 要 比 含 100 一 
200 个 氨基 酸 残 基 的 蛋白 质 的 精确 性 大 得 多 。 其 次 , 酶 解 肽 段 ( 最 常用 胰 重 日 酶 ) 可 用 一 
个 碱 性 氨基酸 作 基 准 1 来 计算 ,这 样 准确 性 又 可 有 所 提高 。 在 新 型 IL-2 的 制备 工作 中 
(Cys-125 被 Ser 或 Ala 所 取代 ) ,利用 二 阶 微分 光谱 法 52 可 以 方便 地 判别 点 突变 的 肽 , 然 
后 用 氮 基 酸 分 析 或 质谱 ,或 序列 测定 来 进一步 确认 。 


第 六 忆 肽 谱 


肽 谱 技术 是 指 蛋 白质 被 酶 解 或 化 学 降解 后 肽 段 的 分 离 分 析 或 制备 。 

肽 谱 分 析 最 早 称 之 为 fingerprinting( 指 纹 术 ) ,用 在 血红 和 蛋白 A(Hb A) 和 血红 和 蛋白 S 
(Hb S) 的 分 子 病 研究 中 ,即将 Hb A 和 Hb S 分别 用 胰 蛋 白 酶 酶 解 ,然后 将 它们 的 肽 分 别 
进行 纸 电 泳 ,再 转动 90" 进 行 纸 层 析 。Ingram 用 此 法 观察 到 Hb A 和 Hb S 之 间 有 一 个 肽 
斑点 上 的 差别 ,进一步 的 肽 顺序 分 析 指 出 仅仅 是 一 个 氨基 酸 残 基 ( 一 个 净 电 荷 ) 的 差别 , 正 
常 的 Hb A 中 是 Glu(B-6) ,异常 的 Hb S 中 为 Val(B-6)。 该 技术 发 展 到 现 阶 段 , 肽 谱 (pep- ” 
tide-mapping) 用 HPLCL22,21 和 CEL24] 来 做 ,HPLC 主要 是 用 RP-HPLC 根据 肽 的 长 得 和 
玻 水 性 质 来 分 离 ,如 果 肽 的 亲 水 性 强 , 则 柱 不 能 滞留 住 这 些 亲 水 性 强 的 肽 段 , 达 不 到 分 辩 
开 的 效果 ,如 果 某 些 肽 的 下 水 性 很 强 ,往往 会 粘 在 柱 上 洗 脱 不 下 来 ,而 CE 有 时 可 以 避免 
这 些 弊 端 。 

早期 对 遗传 工程 产品 的 肽 谱 分 析 指 定 用 SDS-PAGE 这 一 方法 。 用 SDS-PAGE 来 进 
行 “ 肽 谱 ?的 分 析 , 有 方便 的 一 面 ,但 也 有 其 局 限 性 ,譬如 用 省 化 氰 化 学 裂解 蛋白 质 时 ,生成 
的 肽 段 较 大 (文献 上 和 常 称 为 "fragment”, 而 不 称 为 "peptide”) ,由 于 肽 段 少 ,SDS-PAGE 可 
以 根据 它们 的 分 子 质量 不 同 而 分 辨 开 , 但 对 于 小 分 子 的 肽 ,往往 无 法 分 辩 或 在 染色 脱色 过 
程 中 丢失 。 我 们 用 省 化 氰 裂解 肌 红 蛋白 时 , 它 的 小 肽 (分 子 质量 2 S12Da) 在 SDS-PAGE 
和 电 印 迹 后 回收 仅 10% 左 右 ( 基 于 氨基 酸 序列 分 析 ) ,再 小 的 肽 则 更 难 操作 ,故此 法 有 其 
局 限 性 。 同 理 , 更 不 适用 于 酶 解 后 肽 谱 的 分 析 ,因为 酶 解 的 小 肽 段 往往 更 多 。 

在 用 BrCN 化 学 裂解 IL-2 后 ,再 用 SDS-PAGE 进行 肽 谱 分 析 , 由 于 IL-2 中 有 4 个 
Met ,理论 上 应 有 5 个 肽 段 , 实 际 上 SDS-PAGE 肽 谱 上 仅见 到 3 个 肽 段 的 区 带 , 因 为 有 2 
个 肽 段 分 子 质量 小 ,在 染色 和 脱色 过 程 中 丢失 。 在 这 种 情况 下 ,最 好 用 HPLC 分 析 肽 谱 。 

如 果 Met 在 蛋白 之 中 分 布 较 匀 ,得 到 的 肽 段 大 小 差不多 ,都 能 在 SDS-PAGE 中 检 出 ;看 
来 "功德 圆满 "了 ,但 SDSPAGE 测 分 子 质量 不 是 很 精确 ,最 好 是 将 此 肽 谱 印 迹 (blotting) 到 
PVDF 或 ProBlot 膜 上 ,再 置 于 蛋白 质 序列 仪 上 做 几 个 N 端 序列 ,以 确认 是 哪 一 段 肽 。 

我 们 在 IL-3 的 肽 谱 工 作 中 ,采用 TPCK - 胰 蛋 白 酶 酶 解 , HPLC 进行 肽 谱 分 析 和 收集 
各 个 肽 峰 , 对 每 一 峰 作 了 氨基 酸 组 成 分 析 和 质谱 分 析 ,IL-3 在 酶 解 后 理 当 得 到 的 肽 都 在 
肽 谱 中 得 到 验证 ,这 样 的 结果 是 比较 有 说 服 力 的 (图 1.4, 表 1.2)。 

在 没有 条 件 验证 的 情况 下 ,报批 的 三 批 样品 肽 谱 相 同 ,这 不 够 充分 ,最 好 有 标准 样品 
作对 照 , 三 批 报批 样 品 的 肽 谱 和 标 样 的 肽 谱 一 样 ,这样 安 全 系数 就 大 多 了 ,以 防 万 一 由 于 
某 种 原因 ,三 次 有 误 而 且 能 重复 ,得 出 不 恰当 的 结论 。 
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图 1.4 IL-3 的 胰 蛋 白 酶 酶 解 肽 谱 


表 1.2 IL-3 的 胰 蛋 白 酶 酶 解 肽 段 的 氨基 酸 分 析 





肽 10 是 两 段 肽 ,因为 酶 解 前 没有 用 DIT 还 原 二 硫 键 ,所 以 这 两 段 肽 由 二 硫 键 连接 在 一 起 ,反之 也 证 明 IL-3 中 
三 硫 键 的 配对 是 正确 的 。 


近年 来 , 随 着 LC-MS 和 CE-MS 的 普遍 应 用 ,使 收集 到 的 肽 峰 立 刻 得 到 精确 分 子 质量 
的 测定 ,这样 使 肽 谱 的 可 靠 性 大 大 增加 。 
此 外 ， 肽 质量 指纹 ”(peptide-mass fingerprinting,PME) 的 出 现 , 即 用 MOLDI=- TOF 


= 珊 $。 


质谱 直接 分 析 蛋 白质 的 酶 解 产物 ,多 肽 出 现 先后 是 按 分 子 质量 大 小 排列 ,这 对 于 已 知 序列 
的 重组 蛋白 质 样品 的 分 析 更 加 有 利 。 


第 山 蔓 ， 虎 .wwei 详 


在 分 子 质量 测定 一 节 中 ,我 们 已 初步 涉及 到 质谱 (MS) 测 定 分 子 质量 的 精确 程度 ;在 
图 1.5 中 ,我 们 见 到 人 胰岛 素 (B-30 Thr,Mr 119) 和 猪 胰岛 素 (B-30 Ala,Mr 89) 的 差别 仅 
在 一 个 氨基 酸 残 基 , 分 子 质量 净 差 30Da, 质谱 能 准确 无 误 地 分 辨 它们 。 因 此 ,质谱 用 在 重 
组 蛋白 质 的 质 控 中 是 相当 有 效 的 ,如 果 在 表达 过 程 中 丢失 一 个 氨基 酸 残 基 , 至 少 在 分 子 质 
量 上 会 少 75SDa( 最 小 是 Gly) ,肯定 能 鉴别 出 来 。 


S#1RT: 1.00 AV:1 SM:11G NL:5.90E6 
T:+pFull ms 5777.0 


100 猪 胰岛 素 






人 胰岛 素 
5807.0 理论 计算 分 子 质量 5807.52 
实测 分 子 质量 5807.00 


4500 5000 5500 6000 6500 7000 
分 子 质 量 /Da 


图 1.5 人 胰岛 素 和 猪 胰岛 素 的 质谱 图 

质谱 在 90 年 代 的 发 展 , 特 别 是 两 种 软 电离 技术 的 发 展 ,使 生物 质谱 在 质谱 界 成 为 主 
要 角色 。 蛋 白质 组 学 又 为 生物 质谱 提供 了 一 个 发 挥 才华 的 大 舞台 。 它 们 中 首选 的 是 
MALDI-TOF , 它 的 大 容量 分 析 、` 单 电荷 为 主 的 测定 分 子 质量 高 达 30 万 Da 干扰 因素 少 ， 
适合 蛋白 质 组 的 大 规模 分 析 之 需 。 其 次 ESI 为 主 的 LC-MS 联机 , 适 于 精细 的 研究 。 

目前 ,质谱 广泛 用 于 蛋白 质 的 纯度 鉴定 分 子 质量 测定 序列 测定 \ 肽 ( 质 ) 谱 分 析 ` 二 
硫 键 、 乙 酰 化 、 糖 基 化 、 磷 酰 化 ,以 及 非 共 价 结合 等 研究 中 ,成 为 研究 蛋白 质 不 可 缺少 的 技 
术 , 具 有 广阔 的 发 展 前 景 。 以 往 的 美国 质谱 年 会 ,参加 者 约 千 余人 ,近年 来 为 三 四 千 人 ,其 
中 很 多 是 生化 学 家 ,这 和 ESI 和 TOF 在 生物 学 中 的 广泛 应 用 是 分 不 开 的 。 质 谱 年 会 上 生 
物 学 和 医学 方面 的 论文 也 由 10% 上升 到 近 40% 。 

对 于 有 蛋白质, 质谱 发 展 还 有 一 个 重要 的 功能 是 肽 的 测序 ,这 是 一 个 被 认为 很 有 前 途 的 
测序 方法 , 称 为 串联 质谱 (Tandem-MS) , 即 在 第 一 级 质谱 得 到 肽 的 分 子 离子 ,选取 目标 肽 
的 离子 作为 母 离子 ,与 惰性 气体 碰撞 ,使 肽 链 中 的 肽 键 断 裂 ,形成 一 系列 子 离子 , 即 N 端 
碎片 离子 系列 (b 系列 ) 和 C 端 碎片 离子 系列 (y 系列 ) ,将 这 些 碎片 离子 综合 分 析 ,可 得 出 
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肽 段 的 氨基 酸 序列 。 在 以 四 级 杆 为 质量 分 析 器 的 质谱 ,通常 是 将 三 个 四 级 杆 串 联 起 来 , 实 
现 二 级 质谱 , 即 MSVMMS ,这 就 是 所 谓 三 级 四 级 杆 质谱 。 在 以 离子 阱 为 质量 分 析 句 的 质谱 
中 ,采用 离子 阱 可 多 次 捕捉 母 离 子 和 子 离子 ,因此 可 实现 多 级 质谱 , 即 MSn, 一 般 可 达 五 
级 以 上 ,对 于 分 子 结构 分 析 很 有 用 处 。 目 前 的 测序 方法 基本 上 是 在 ESI 质谱 上 发 展 起 来 
的 ,MALDI-TOF-MS 最 近 发 展 了 PSD(post source decay) 技 术 ,在 一 定 程度 上 可 进行 序列 
分 析 , 但 不 如 ESLMS 测序 应 用 广泛 。 

图 1.6 是 我 们 实验 室 对 一 类 新 药 TPO 用 质谱 进行 的 全 序 测定 。 
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还 有 采用 氨 肽 酶 或 减 肽 酶 与 质谱 结合 而 形成 的 梯 带 测序 法 (ladder sequencing) ,但 由 
于 酶 解 是 一 个 动态 演绎 过 程 ,不 同 氨基 酸 残 基 的 酶 解 速度 不 一 , 故 这 个 方法 有 一 定局 限 
性 。 

因此 ,ESLMS 可 较 好 地 与 现 有 的 蛋白 质 分 析 方法 (如 HPLC\CE) 蛋 白质 测 序 技 术 相 
匹配 。 在 蛋白 质 翻译 后 修饰 研究 中 ,由 于 ESI-MS 强大 的 MSVMS 帮 至 MSn 功能 ,可 以 解 
析 蛋 白质 的 各 种 修饰 的 位 点 ,如 糖 基 化 、 磷 酸化 等 ,以 及 复杂 的 糖 链 结构 。 

值得 注意 的 是 ,质谱 技术 目前 的 发 展 非常 迅猛 ,无 论 是 ESIL, 还 是 MALDITOEF ,都 在 
不 断 改进 ,以 期 完善 。ESI 着 力 于 提高 灵敏 度 (如 采用 nanospray,capillary LC) ,以 及 降低 
盐 和 去 垢 剂 的 影响 ;MALDI-TOF 则 着 重 于 提高 精确 度 , 如 在 离子 进入 分 析 器 前 稍微 停 
留 ,去 除 杂 质 , 即 延迟 抽 提 (delay extraction) 和 加 强 测 序 功能 。 

最 近 Q-TOF 质谱 的 发 展 一 -MALDI-TOF 由 于 其 仪器 的 固有 性 能 ,决定 其 在 高 分 子 
质量 区 域 (m/z >3 000) 的 质量 精度 下 降 ,一 般 认 为 在 高 分 子 质 量 区 域 , 质 量 偏差 应 不 超 
过 100 ppm, 和 否则 在 肽 谱 检索 时 得 不 到 准确 的 结果 。 这 种 现象 已 被 我 们 实验 室 的 经 验 所 
证 实 。Q-TOF 型 仪器 ,由 于 其 四 极 杆 和 飞行 时 间 质 谱 是 以 相互 垂直 方向 几何 型 组 成 , 当 
离子 通过 四 极 杆 后 ,同样 的 质量 而 具有 不 同 动能 的 离子 在 垂直 方向 上 受到 飞行 时 间 质 谱 
的 推出 电压 作用 时 ,通过 离子 的 水 平方 向 动能 差异 不 会 对 飞行 时 间 质 谱 分 辩 率 产生 影响 ， 
因而 其 分 辩 率 比 普通 MALDITOF 要 高 ,灵敏 度 也 提高 ,显然 它 的 质量 精度 亦 有 显著 提 
高 ,其 偏差 <Sppm。 这 样 在 蛋白 质 肽 谱 的 检索 中 可 提高 准确 度 。 

目前 ,Q-TOF 质谱 不 但 有 ESI 源 ,也 配备 了 MALDI 源 ,这 无 疑 是 如 虎 添 翼 , 具 有 极 
高 的 分 辨 率 和 灵敏 度 。 


第 十 节 ， 蛋 白质 及 多 肽 的 序列 测定 和 未 端 分 析 


目前 测定 蛋白 这 一 级 结构 的 主要 方法 有 :蛋白 质 化 学 方法 (主要 是 Edman 降解 法 测 
N 端 和 用 羧 肽 酶 或 化 学 法 从 C 端 测 起 ) 和 从 cDNA 来 演绎 的 方法 。 其 他 方法 有 质谱 法 和 
二 维 核磁 共振 法 。 

利用 cDNA 法 测定 的 最 长 蛋白 质 是 脱脂 脂 蛋 白 B-100(4 532 个 氮 基 酸 残 基 ) ,用 经 典 
的 蛋白 质 化 学 分 析 法 测 得 的 最 大 的 蛋白 质 是 人 凝血 体系 中 的 Von Willebrand 因子 (2 050 
个 氨基 酸 残 基 )。 从 蛋白 质数 据 库 来 看 , 约 一 半 来 自 cDNA, 一 半 来 自 蛋白 质 化 学 方法 。 
虽然 sDNA 技术 发 展 很 快 , 也 方便 ,但 目前 还 不 能 取代 经 典 的 蛋白 质 化 学 方法 ,例如 部 分 
顺序 测定 对 识别 蛋白 质 的 功能 结构 域 或 蛋白 质 活 性 部 位 以 及 化 学 修饰 部 位 ,还 是 离 不 开 
经 典 的 蛋白 质 化 学 方法 。 

蛋白 质 的 末端 氨基 酸 与 在 肽 键 中 间 的 氨基 酸 不 同 , 蛋 白质 的 一 端 是 以 w- 自 由 基 存 在 
的 , 称 之 为 N 端 ,习惯 上 列 在 左 侧 ;在 另 一 端 是 以 自由 羧基 存在 , 则 称 之 为 C 端 ,习惯 在 右 
侧 。1954 年 Sanger 首先 把 二 硝 基 氟 茶 应 用 于 胰岛 素 的 N 端 测定 ,为 研究 蛋白 质 的 精细 
化 学 结构 开辟 了 一 个 新 的 领域 [5] , 继 后 Edman、Wetman-Libet\Chang 等 人 相继 作 了 很 多 
贡献 。 

特别 应 该 强调 指出 ,未 端的 鉴别 能 力 较 之 一 般 的 物理 化 学 方法 (色谱 电泳 等 ) 毫 不 还- 
色 , 有 时 甚至 更 为 灵敏 ,所 以 也 是 鉴别 蛋白 质 样 品 纯度 的 一 种 好 方法 。 

下 老 下 








N 端 分 析 


在 N 端 测 定 上 ,目前 最 经 典 的 是 异 硫 握 酸 苯 酯 法 :261。 自 1950 年 代 建 立 后 ,在 1970 
年 代 发 展 成 一 种 全 自动 的 测定 方法 。 目 前 微量 液 相 脉 冲 蛋 白质 /多 肽 自动 顺序 分 析 仪 , 灵 
敏 度 约 1pmol, 检 出 极限 为 20fmol, 加 上 进行 计算 机 数据 处 理 和 分 析 , 既 灵敏 又 方便 。 但 
机 器 有 时 会 出 现 读 / 写 错误 ,还 是 需要 有 经 验 的 工作 者 加 以 最 后 判断 才 是 最 可 靠 的 。 

Wittmann-Liebold 发 展 的 双 标 记 法 (DABITCAPITC) ,用 薄 层 分 析 鉴 定 的 微量 序列 测 
定 法 不 需 昂贵 仪器 ,可 成 为 一 般 实验 室 普 遍 采 用 的 技术 23] ,但 需要 很 熟练 的 技术 才能 
掌握 好 。 

N 端 15 个 序列 的 测定 ,很 大 程度 上 排除 了 有 蛋白质 混 淆 的 可 能 , 即 不 太 可 能 有 两 种 不 
同 的 蛋白 质 在 N 端 15 个 序列 是 一 样 的。 这 已 是 相当 常规 和 公认 的 。 

如 果 测 定 蛋 白质 的 几 个 C 端 序列 ,从 蛋白 质 的 两 端 来 验证 ,可 靠 性 又 增加 了 许多 。 
再 加 上 用 MS 精确 测定 蛋白 质 的 分 子 质量 , 基 本 上 是 不 会 出 差错 的 。 如 果 有 肽 谱 或 肽 
( 质 ) 谱 , 则 是 相当 完整 的 鉴定 工作 。 


端的 测定 


C 端 测定 最 早 是 肝 解 法 。 我 国 蛋白 质 化 学 前 辈 纽 经 义 先 生 在 1955 年 就 应 用 此 技术 
测定 了 烟草 花 叶 病毒 蛋白 的 C 端 '””) 。 

经 典 的 是 用 羧 肽 酶 (Cp) 的 方法 ,近年 来 虽 用 Cp Y\`Cp P, 但 基本 方法 仍 是 一 样 的 , 基 
于 不 同时 间 的 C 端 氨基 酸 的 释放 ,是 一 个 动态 过 程 的 演绎 。 先 是 用 CpA、CpB, 近来 用 
CpY、CpP, 但 都 不 尽 如 人 意 ,因为 这 种 方法 是 在 加 入 Cp 后 每 隔 一 定时 间 间 隔 取 一 部 分 反 
应 液 ,停止 反应 ,用 氨基 酸 分 析 测定 释放 出 来 的 游离 氨基 酸 , 以 释放 氨基 酸 的 量 为 纵 轴 , 作 
用 时 间 为 横 轴 得 一 曲线 ,这 样 来 分 析 释 放 顺 序 ,一 般 约 几 个 , 且 先 后 顺序 的 区 别 也 不 是 很 
容易 的 。 

梁 宋 平 教授 实验 室 采 用 羧 肽 酶 和 MALDI- TOF 联 用 测定 蛋白 质 的 C 端 序列 0. 。 

作者 指出 用 C 端 序列 仪 分 析 重 组 蛋白 质 的 C 端 很 有 意义 ,但 也 有 不 少 问题 ,例如 C 
端 如 是 Pro, 则 完全 不 能 进行 ,对 Cys、Thr、Ser 的 分 析 很 困难 ,其 他 氨基 酸 的 C 端 分 析 则 
较 顺利 。 在 作者 实验 室 中 ,最 好 的 结果 可 测定 10 个 C 端 氨基 酸 序列 。 此 法 的 主要 困难 
在 产 率 、 重 复 效率 等 不 够 理想 , 尚 有 待 进一步 完善 -331 


第 十 一 节 有 蛋白质 的 二 硫 键 分 析 


二 硫 键 和 和 殖 基 与 蛋白 质 活性 有 着 密切 的 关系 ,早期 测定 琉 基 用 对 氯 示 葵 甲 酸 
(PMCB) 法 ,后 来 用 $,5 -二 硫 - 双 (2 -= 硝 基 葵 甲 酸 )[$,$ -dithio bis(2-nitro benzoic acid) ， 
DTNB]j 和 N - 乙 基 顺 丁 烯 二 栈 亚 胺 (NEMI) ,可 以 研究 殉 基 分 布 以 及 与 活性 的 关系 。 

遗传 工程 产品 的 二 硫 键 是 否 正 确 配 对 ,是 一 个 重要 的 问题 ,在 IL-2 中 ,如 果 形 成 错 配 
对 ,不 但 生物 活性 只 有 原来 的 1/400 ,而 且 在 医用 后 会 引起 不 必要 的 麻烦 。 因 此 分 析 二 硫 
。 19 四 








键 正确 配对 是 一 项 必 不 可 少 的 程序 。 目 前 有 几 种 方法 可 以 借鉴。 
一 、 不 同 同位 素 标 记 法 


人 IL-2 有 三 个 Cys, 由 天 然 IL-2 的 结构 分 析 得 知 Cys58 和 Cys105 形成 二 硫 键 ,而 
Cysl125 以 游离 琉 基 形式 存在 。 为 了 阐明 重组 IL-2 的 二 硫 键 是 否 以 正确 形式 配对 ,在 
pH 8.5 下 用 3H - 碘 代 乙 酸 处 理 IL-2 ,在 这 种 情况 下 , 仅 游 离 的 区 基 才 能 与 3H - 碘 代 乙酸 作 
用 形成 相应 的 衍生 物 。 然 后 再 还 原 和 用 !#C - 碘 代 乙酸 烷 化 。 因 此 3?H 标记 仅 在 肽 11 上 
(Cysl25) ,而 肽 11 上 基本 上 无 半 C 的 放射 性 ,而 “CC 的 放射 性 全 在 肽 12 和 肽 14 上 ,因此 ， 
说 明 rIL-2 的 二 硫 键 结构 和 天 然 IL-2 是 一 致 的 534 。 


一 、4- 乙 烯 吡啶 标记 法 


超 氧化 物 歧化 酶 (SOD) 也 有 三 个 Cys, 由 一 级 结构 分 析 指 出 Cys6 为 游离 区 基 ,Cys55 
和 Cys144 形成 二 硫 键 。 通 常 可 用 同位 素 标 记 方 法 来 判别 二 硫 键 的 位 置 ,如 上 述 方法 一 
样 ,但 应 用 同位 素 在 国内 有 其 不 方便 之 处 ,我 们 采用 化 学 修饰 法 来 判断 ,用 4- 乙烯 吡啶 与 
天 然 的 SOD 作用 ,此 时 仅 Cys6 和 化 学 修饰 剂 形成 衍生 物 ,此 衍生 物 在 2354nm 有 特殊 吸 
收 ,因此 在 胰 蛋 白 酶 酶 解 后 ,在 234nm 下 只 有 一 个 肽 峰 , 而 还 原型 SOD 经 同样 处 理 , 则 有 
三 个 肽 峰 , 经 Edman 法 测 三 个 肽 的 序列 , 得 知 肽 1 含 Cys6, 肽 2 含 Cys55, 肽 3 含 
Cysl4465]( 图 1.7)。 
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图 1.7 毛细 管 电泳 分 析 识 别 二 硫 键 和 含 半 胱 氨 酸 的 肽 
电泳 条 件 : 样 品 浓度 :1pg/ 品 , 进 样 3.5 一 7.0nl; 缓 冲 液 :100mmolAL 磷酸 缓冲 液 - 10mmol/L 
NaCl,pH 2.5; 毛 细 管 直径 $S0 um,72cm(50cm 至 检测 器 ) ;电压 :20kV, 电 流 :42 pxAi 
检测 :200nm (上 图 ) 或 234nm (下 图 ); 左 图 是 还 原型 SOD, 右 图 是 氧化 型 SOD 


“0 








音 吕 卫 棒 色谱 法 


直接 分 析 二 硫 键 的 异 构 物 。IL-2 在 碱 性 条 件 下 可 以 形成 二 硫 键 异 构 体 (Cys58 与 
Cys125 或 Cys105 和 Cysl12 形成 二 硫 键 ) ;在 反 相 色谱 中 ,它们 的 下 水 性 弱 些 , 较 早 被 洗 脱 


出 柱 636] 。 


近年 来 ,质谱 定位 二 硫 键 已 成 为 有 效 的 方法 。 最 近 ,我 们 以 天 花粉 凝集 素 为 材料 ,用 
质谱 法 测定 此 凝集 素 有 4 对 分 子 内 二 硫 键 ,2 对 分 子 间 二 硫 键 。 图 1.8 显示 N 端 肽 的 分 
析 ,Asn-5 用 PNGaseF 酶 解除 去 糖 链 后 转化 成 Asp, 图 1.8a 是 没有 还 原 时 肽 的 质谱 图 ,其 
双 电 荷 图 /zx 为 1 637.0, 指 出 是 分 子 间 的 二 聚 体 。 图 1.8b 是 此 肽 还 原 后 的 串联 质谱 
图 ,说明 Cys3 和 Cysl4 之 间 有 分 子 内 二 硫 键 , 且 Cys2 之 间 的 分 子 间 二 硫 键 被 NEM 处 理 


还 原 [37] 。 
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图 1.8 用 质谱 法 定位 蛋白 质 的 二 硫 键 


下 


第 十 雪 萄 忠 守 多 点 的 分 本 


天 然 人 白细胞 介 素 -2(IL-2) 由 133 个 氨基 酸 组 成 ,其 中 有 一 个 游离 半 胱 氮 酸 (Cys, 位 
于 第 125 位 ) ,第 $8 位 和 第 105 位 的 半 胱 氨 酸 形成 二 硫 键 ,此 二 硫 键 为 活性 所 必需 ,而 二 
硫 键 的 错 配对 ,可 降低 其 生物 活性 和 形成 抗原 性 。 用 蛋白 质 工程 方法 将 IL-2 的 125 位 
Cys 改 为 丝氨酸 (Ser) 或 丙 氨 酸 (Ala) ,其 热 稳 定性 等 方面 都 有 较 明 显 的 改善 。 


03 为 了 鉴定 新 型 IL-2 的 生物 工程 突变 点 ， 
我 们 将 IL-2 用 N -对 甲苯 磺 酰 茉 两 氨 酰 氯 甲 

符 酮 - 胰 和 蛋白酶 (TPCK - 胰 蛋 白 酶 ) 水 解 后 ,进行 
So 了 RP-HPLC 分 析 分 离 。 为 了 搜寻 点 突变 所 
在 肽 段 ,可 以 用 下 述 方法 进行 。@ 天 然 工 -2 

和 新 型 IL-2 的 酶 解 图 谱 比较 法 ,寻找 有 差别 

则 的 肽 进行 顺序 分 析 。@ 荧 光标 记 Cys 残 基 , 比 
较 标 记 前 后 新 型 IL-2 酶 解 图 谱 的 差别 ,从 而 

003 鉴别 出 点 突变 的 肽 。@ 用 同位 素 标记 法 。 
和 @ 轩 由 于 IL-2 只 有 一 个 色 氮 酸 残 基 , 而 蛋白 质 
所 002 的 280nm 紫外 吸收 主要 是 色 氨 酸 ,其 次 是 栈 
氨 酸 和 葵 丙 氨 酸 的 贡献 。 所 以 ,我 们 采用 酶 解 


后 分 别 于 214nm 和 280nm 处 检测 肽 谱 ;在 
280nm 肽 谱 中 , 光 吸 收 特 高 的 峰 就 应 该 是 含有 
0 ” 色 氨 酸 (Trp) 的 肽 段 ( 残 基 121 一 133) ,可 以 简 
便 地 作出 判断 (图 1.9)。 
图 1.9 IL-2(Serl25) 的 胰 蛋 白 酶 酶 解 肽 谱 分 离 到 的 肽 段 再 经 过 毛细 管 电泳 (CE) 鉴 
定 确定 为 均一 ,最 后 进行 了 该 肽 的 氨基 酸 序列 分 析 ,证 实 为 : 
121 125 130 133 
Trp-Jle-ThrPhr-Ser-Gln-Ser-Jle-lle-Ser-ThrLeu-Thr 


从 而 由 和 蛋白质 化 学 分 析 方 法 直接 证 明了 在 新 型 IL-2 中 Serl125 确实 取代 了 天 然 IL-2 中 的 
Cyst24]( 表 1.3, 图 1.10)。 
表 1.3 毛细管 电泳 -质谱 联 用 分 析 S-125 突变 的 IL-2 胰 蛋 白 酶 解 肽 段 


肽 段 ”位 置 序列 保留 时 间 Mmin 理论 分 子 质量 /Da 实测 分 子 质量 /Da 
| 1 MAPTSSSIK 19 .48 909 .0 908.5 
林 甩 9-35 “KKTQLQLEHLLLDLQMILNGINNYKNPK 14.71 罗 192 3192.4 

6 一 38 LTR 388 .5 
TS 39 一 李 MLTFK 15.88 638.8 638.4 
T4 44 一 48 FYMPK 16.37 684.8 684.5 
了 5， 995754 KATELK 10537 688.8 688 .5 
和 ”310 HLQC "LEEELKPLEEVLNLAQSK La 2621.0 2621.4 
一 63 NFHLRPR 7.97 939.1 939.2 
工 S SS4 一 97 DLISNINVIVLELK 17.97 1582.9 1581.8 
了 998 一 了 20 GSETTFMC"” EYADETATIVEFLNR 3 纪 .97 2684.9 2684.2 
下 il 33 WITFS”QSIISTLT 3973 1496.7 1496.8 
9 





进一步 ,我 们 受到 HPLC- 二 阶 微分 光谱 分 析 的 启发 ,也 建立 了 这 种 技术 并 用 于 重组 
蛋白 质 的 C 端 分 析 [23] 。 

最 近 ,我 们 建立 了 CE-MS 联 用 技术 用 于 蛋白 质 突变 点 的 分 析 中 ,将 整个 分 析 水 平 又 
提高 到 一 个 新 阶段 33] 。 
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图 1.10 毛细 管 电泳 -质谱 联 用 测定 IL-2 突变 


液 - 质 联 用 已 普遍 用 在 重组 蛋白 的 鉴定 中 。TNF-a 突变 株 在 N 端 和 C 端 都 有 改变 ， 
早期 我 们 分 别 采 用 N 端 和 C 端 分 析 Edman 降解 法 分 别 测定 。 近 来 用 液 - 质 联 用 ,分 析 水 
平 又 上 了 一 个 层次 。TNF-a 用 胰 和 蛋白酶 酶 解 ,然后 进行 液 - 质 分 析 , 肽 的 分 子 质量 与 理论 
值 一 致 , 均 为 正常 肽 ;如 与 理论 值 不 一 致 , 则 可 能 是 突变 点 所 在 的 肽 。TNF-L 理论 分 子 质 
量 是 17 522.6Da, 突变 株 分 子 质量 为 16 864.3Da, 实验 测 得 分 子 质量 为 16 864.8Da。 肽 
谱 中 有 两 段 肽 与 理论 值 不 一 致 ,经 MSVMMS 测 得 的 肽 序列 ,证实 确 为 N 端 和 C 端 突变 肽 


TI 了 7。 
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图 1.11 TNF-a 的 突变 点 分 析 


s%F28r 。 





第 十 至 节 ， 原 位 分 析 和 快速 分 析 
、 原 位 分 析 


原 位 分 析 是 指 蛋 白质 在 SDS-PAGE 后 , 电 印 迹 至 PVDF 或 ProBlot 膜 上 ,然后 将 此 膜 
直接 置 于 蛋白 质 序列 仪 上 进行 序列 分 析 03,14] 。 

在 遗传 工程 产品 的 研究 中 , 原 位 分 析 具 有 非常 重要 的 作用 。 当 重组 蛋白 质 表 达 后 , 需 
确认 是 否 有 预定 的 表达 产品 及 其 数量 的 多 少 。 如 果 没 有 原 位 分 析 法 , 则 需 将 粗 的 表达 产 
物 进行 工作 量 很 大 的 分 离 纯化 工作 ,然后 对 大 量 不 同 的 积分 进行 分 析 才 能 得 出 结论 。 

目前 ,人 们 党 在 分 离 之 前 ,进行 SDS-PAGE 分 析 ,根据 电泳 谱 上 的 条 带 和 分 子 质 量 来 
估计 有 和 否 预 定 的 产品 和 产量 ,这 只 是 一 种 粗略 的 估算 。 进 一 步 的 验证 需 将 相应 分 子 质量 
的 条 带电 印迹 到 下 水 膜 上 ,再 置 此 膜 到 蛋白 质 序 列 仪 上 分 析 , 如 果 这 一 序列 和 预定 表达 的 
蛋白 质 序列 一 致 ,就 能 得 出 肯定 的 结论 。 可 以 认为 这 是 非常 简便 而 又 有 效 的 方法 。 

肯定 了 有 表达 产物 和 一 定 的 量 后 ,必须 进行 分 离 纯化 的 工作 ,在 分 离 纯 化 的 每 一 
步 , 常 用 SDS-PAGE 来 判断 和 评价 每 一 程序 的 效果 ,提纯 倍数 ,活性 得 率 和 和 蛋白 质 回收 如 
何 , 等 等 。 


本 


文献 上 报道 了 两 种 快速 的 色谱 方法 :无 孔径 载体 色谱 柱 (non-porous resin column， 
NPR) 和 灌注 色谱 (perfusion chromatography)L39] 。 

我 们 就 无 孔径 载体 色谱 柱 (NPR) 在 和 蛋 帕 质 和 多 肽 等 遗传 工程 产品 品 中 的 快速 分 析 作 了 
报道 (图 1.12)。 通 常用 经 典 的 HPLC 柱 做 一 次 样品 分 析 约 需 30min, 而 用 无 孔径 载体 柱 
只 需 2 一 Smin, 这 种 快速 高 效 的 方法 对 遗传 工程 产品 的 分 离 过 程 跟踪 尤为 有 利 []。 


140 


lmin lmin 


图 1.12， 标准 蛋白 质 和 遗传 工程 产品 在 NPR-18 柱 上 的 快速 分 离 
左 图 样品 :1. 核糖 核酸 酶 ;2. 胰岛 素 ;3. 细胞 色素 c;4. 溶菌 酶 ; 

5. 牛 血 清白 蛋白 (各 lvg);NPR-18 柱 :3Smmx4.6mm I.D; 检 出 :220nm。 
右 图 样品 :1. rhEGF;2. 7Y-IFN; 流 速 :1.SmlMmin; 梯 度 :TFA-ACN 
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第 十 四 节 有 蛋白质 翻译 后 修饰 的 分 析 


蛋白 质 翻 译 后 修饰 包括 磷酸 化 、 糖 基 化 等 。 蛋 白质 一 级 结构 可 以 从 基因 序列 演绎 ,但 
翻译 后 修饰 的 信息 几乎 无 法 仅 从 基因 序列 得 到 。 而 众所周知 的 是 ,这 些 翻译 后 修饰 特别 
是 磷酸 化 、 糖 基 化 对 于 蛋白 质 的 功能 态 至 细胞 的 功能 都 十 分 重要 。 因 此 ,这 些 修 饰 的 鉴定 
对 于 重组 蛋白 质 控 , 蛋 白质 组 特别 是 功能 蛋白 质 组 的 研究 意义 重大 。Edman 降解 法 对 于 
这 些 修 饰 的 鉴定 无 能 为 力 ,而 采用 质谱 法 可 通过 特征 离子 监测 的 方法 很 快 确定 磷酸 化 肽 ， 
通过 串联 质谱 确定 磷酸 化 位 点 (4 。 在 糖 蛋白 分 析 方面 ,质谱 更 显示 了 独特 的 优势 ,不 仅 
可 以 通过 质谱 、 蛋 白 酶 解 和 糖苷 酶 酶 解 相 结合 的 方法 寻找 糖 肽 ,鉴定 糖 基 化 位 点 ,还 可 依 
靠 MSMMS 和 MSn 分 析 糖 链 组 成 、 结 构 甚 至 分 支 情况 。 我 们 采用 质谱 方法 鉴定 了 一 种 
C 凝集 素 的 N 糖 链 结 构 和 位 点 "92] ;质谱 也 用 于 鉴定 蛋白 质 的 磷酸 化 位 点 ;用 质谱 法 我 们 
还 发 现 了 一 种 新 型 的 唾液 酸 !$3]。 此 外 ,还 用 毛细 管 电泳 建立 了 糖 蛋 白 的 糖 型 分 析 “41 。 
这 些 将 在 有 关 章 节 中 讨论 。 


(和 夏 其 昌 ) 
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第 二 章 重 日 质 结 构 分 析 
第 一 节 蛋白质 样品 的 准备 


进行 结构 分 析 的 蛋白 质 样品 ,一般 要 求 纯度 >95% 。 这 样 的 样品 ,通常 是 用 色谱 和 电 
泳 精制 过 的 。 


一 、SDS-PAGE 纯化 的 样品 


从 SDS-PAGE 上 分 离 的 和 蛋白质 必 需 经 过 特殊 处 理 ,使 SDS 浓度 低 于 0.0005% ,否则 
SDS 会 影响 到 胰 蛋 白 酶 的 酶 解 ,也 会 大 大 降低 HPLC 分 肽 时 的 分 辩 率 器 。 

有 报道 指出 ,在 2molLL 尿素 存在 下 ,用 胰 和 蛋白 酶 消化 蛋白 质 时 , 如果 SDS 浓度 > 
0.05% ，, 则 完全 阻止 了 胰 有 蛋白酶 和 内 肽 酶 Lys-C 的 作用 。 

虽然 有 报道 用 HPLC 或 用 盐酸 肌 沉 淀 除 去 SDS, 但 不 易 掌 握 , 尤 其 是 共 价 结合 到 蛋白 
质 分 子 上 的 SDS 分 子 更 难 除去 。 

在 SDS-PAGE 后 ,采用 电 印 迹 (blotting) 到 PVDF 膜 上 ,也 是 常用 的 方法 加, 因为 
PVDF 膜 结合 蛋白 质 能 力 的 专 一 性 远 远 超过 其 结合 盐 、 氮 基 酸 和 去 垢 剂 ,因此 ,蛋白 质 能 
和 这 些 “ 污 染 物 ”分 开 。 经 过 这 样 处 理 后 ,能 用 于 BrCN 化 学 裂解 或 酶 解 中 。 


二 、HPLC 纯化 的 样品 


如 果 样 品 是 用 反 相 HPLC 纯化 的 ,因为 流动 相 是 挥发 性 溶剂 ,它们 在 真空 离心 干燥 
或 冻 于 样品 时 除去 ;如 果 蛋 白质 是 用 离子 交换 HPLC 或 玻 水 HPLC 或 凝 胶 过 滤 HPLC 精 
制 的 , 则 样品 要 进行 脱盐 。 

脱盐 或 稀 蛋 白 溶液 的 浓缩 可 用 0.1% 三 氟 乙酸 (TFA)- 乙 且 (ACN) 系 统 的 短 柱 反 相 
HPLC; 也 可 采用 一 次 性 的 Sek-Pak ,因为 蛋白 质 是 水 溶性 的 ,所 以 先 用 能 与 水 互 溶 的 甲醇 


或 乙 且 (2ml) 润 之 ,再 用 Sml 纯 水 洗涤 ;然后 样品 液体 通过 Sep-Pak 柱 时 ,蛋白 质保 留 在 柱 


上 ,小 分 子 的 盐 类 流 过 柱 体 , 用 水 溶液 充分 洗涤 后 ,最 后 用 甲醇 或 乙 且 抽 提 和 蛋白 质 。 
小 的 超 滤 装 置 对 浓缩 蛋白 质 也 是 有 效 的 !。 此 外 ,有 机 溶剂 或 TCA 沉淀 也 可 以 考虑 。 


二 、 重 日 质 样品 中 的 二 硫 键 和 筑 基 (一 SHD) 


当 蛋 白质 样品 纯度 达到 要 求 , 盐 和 小 分 子 也 除 得 比较 “干净 "” ,在 进行 酶 解 前 ,还 要 转 
变 半 胱 氨 酸 残 基 成 其 他 的 稳定 的 衍生 物 。 因 为 半 胱 氨 酸 的 玉 基 在 分 肽 过 程 中 易 自动 氧化 
成 各 种 产物 ,包括 形成 无 序 的 二 硫 键 , 因 此 需要 将 半 胱 氨 酸 残 基 先 转变 成 稳定 的 衍生 物 。 
常用 有 碘 代 乙酸 烷 化 ,因为 这 个 反应 是 快速 和 专 一 的 ;同时 这 类 试剂 保存 在 暗 处 是 很 
“3 





稳定 的 。 而 且 , 这 类 试剂 的 矫 作 物 (artifact) 容 易 得 到 放射 性 标记 物 。 有 蛋白 质 或 肽 在 导入 
带电 荷 基 团 后 也 增加 了 其 在 水 溶液 中 的 溶解 度 。 
胱 氨 酸 也 可 在 还 原 后 再 修饰 。 


1. 还 原 和 羧 甲 基 化 


将 1 一 20mg 蛋白 质 溶解 在 含 6 molLL 盐酸 肌 的 0.1mol[LL Tris-Immol[L EDTA 的 组 
冲 液 中 ,pH8.3, 加 DTT 至 2 mmolAL 或 再 多 一 些 ( 过 量 于 存在 于 有 蛋白质 中 的 二 硫 键 ) , 通 
氮气 ,然后 迅速 封闭 ,37 人 反应 1h, 再 加 入 S0mmolL 的 碘 代 乙酸 (已 用 NaOH 中 和 ) ,其 
量 为 1.1 倍 (分 子 比 ) 过 量 于 溶液 中 的 琉 基 数 (蛋白 质 中 的 一 SH 和 DTT 中 的 一 SH 总 
和 ) ,典型 为 4.5 一 5 mmol/L ,再 次 充 氮 气 , 于 暗 处 37 人 保温 1h。 加 2 - 琶 基 乙醇 至 最 后 浓 
度 1%(V《V) 结 束 反 应 ,然后 对 50 mmolJL NHAHCO; , 含 0.01% 硫 二 甘 醇 (thiodiglycol) 
充分 透析 , 冻 干 。 

注意 : 碘 代 乙酸 必须 是 无 色 的 ,如 果 有 碘 存 在 , 呈 淡 黄色 ,会 引起 琉 基 迅速 氧化 ,阻碍 
了 烷 化 反应 ,而 且 可 能 有 副 反应 ,使 色 氨 酸 修 饰 。 

碘 代 乙酰 胺 (iodoacetamide) 也 常 代替 碘 代 乙酸 用 于 半 胱 氨 酸 残 基 的 烷 化 。 这 常用 于 
避免 半 胱 氨 酸 被 导 人 负电 和 荷 , 而 用 中 性 的 碘 代 乙酰 腕 。 另 一 种 情况 是 变性 剂 不 用 盐酸 县 ， 
而 用 SDS, 这 时 如 果 用 碘 代 乙 酸 ,反应 往往 进行 得 很 慢 , 而 且 不 完全 ,这 是 因为 碘 代 乙酸 的 
负电 荷 和 蛋白质- SDS 胶 束 ( 微 团 ) 上 的 负电 和 荷 相互 排斥 。 


2. 还 原 和 吡啶 乙烯 化 
用 4- 乙 烯 吡啶 (4-vinylpyridine) 处 理 同 上 , 通 氮气 保温 过 夜 6 。 


第 二 节 蛋白 质 的 化 学 裂解 
一 、 有 解 于 甲 硫 氮 酸 (Met) 


省 化 氰 (BrCN) 是 首选 的 化 学 试剂 , 专 一 裂解 在 甲 硫 氢 酸 的 羧基 端 ,对 多 数 蛋白 质 裂 
解 效率 为 90% 以 上 [9。BrCN 在 酸性 条 件 下 ,裂解 在 甲 硫 氨 酸 的 C 端 肽 键 上 ,将 甲 硫 氨 酸 
转化 成 高 丝氨酸 ( 工 )(homoserine) 和 高 丝氨酸 内 酯 ( 工 )(homoserinelactone) 的 混合 物 , 它 
们 之 间 也 能 相互 转化 ,如 图 2.1 所 示 。 

对 Met-Thr、Met-Ser 键 , 则 和 常常 是 低产 率 的 ,可 能 是 B 凑 基 产生 下 面 的 一 系列 反应 
(下 和 TV ) ,最 后 形成 高 丝氨酸 残 基 (V ) ,而 未 裂解 此 肽 键 ,如 图 2.2 所 示 。Met-Cys 键 也 
不 易 裂 解 。 

典型 的 反应 常常 在 20C、70% 甲酸 (VZV) 中 进行 24h, 副 反应 是 部 分 Asp-Pro 键 会 
断裂 ,一 些 酰 胺 基 团 会 部 分 丢失 ,部 分 Asn-Gly 会 产生 重 排 或 环 化 ,有 时 Trirp 会 氧化 。 

操作 :蛋白 质 先 用 5% 斑 基 乙 醇 在 pH 8.0 室温 下 处 理 24h, 加 色 胺 (tryptamine) 或 色 
氨 酸 (以 每 分 子 甲 硫 氨 酸 加 5 分 子 色 胺 或 色 氨 酸 计 算 ) 以 防止 色 氮 酸 氧 化 。 

蛋白 质 以 1 一 Smg/ml 浓度 溶解 在 70% 甲 酸 中 ,加 入 50 倍 过 量 ,小 体积 的 BrCNZ70% 甲 
酸 , 通 氮 并 置 于 暗 处 ,室温 放置 16 一 24h, 结 束 后 加 15 倍 体积 的 水 , 冻 干 ,重复 加 水 冻 干 。 
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图 2.1 省 化 氰 裂解 甲 硫 氢 酸 的 C 端 肽 键 
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图 2.2 省 化 氰 裂解 MetThr、Met-Ser 键 


一 、 虱 解 于 半 胱 氨 酸 (Cys) 


半 胱 氨 酸 能 和 5,5 -二 硫 - 双 (2 - 硝 基 葵 甲酸 ) (DINB) (JIJ) 在 pH 8.0 下 形成 
Scyanocysteine 残 基 , 过 量 试剂 和 副 产 物 在 酸性 条 件 下 用 凝 胶 过 滤 法 除去 ,而 Scyanylted 的 和 蛋 
自 质 (I) 在 pH 9.0 下 保温 使 肽 键 断 开 , 由 SScyanocysteine 形成 氨 端 iminothiozolidine-4-arboxyl 


残 基 ( 亚 ) 和 释放 前 一 残 基 的 羧 端 (LIV ) ,由 于 ( 亚 ) 己 环 化 ,不 能 再 用 PITC 法 自动 降解 ,但 可 进 
as 9， 








一 步 分 肽 和 做 氨基 酸 分 析 , 或 用 稀 酸 水 解 在 天 冬 氨 酸 上 再 进行 分 析 '7 ,如 图 2.3 所 示 。 
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图 2.3 裂解 于 半 胱 氨 酸 


二 、 盈 解 于 色 氢 贾 〈Trp) 


常用 试剂 有 BNPS-Skatole, 效率 为 13% 一 60% , 副 反 应 是 酷 氨 酸 , 组 氨 酸 也 能 作 
用 [8s,.91]。 还 有 报道 用 O - 亚 碘 酰基 苯 甲 酸 (O-iodosobenzoic acid)t01 和 DMSOVXHCIXHBr。 


四 、 部 分 酸 水 解 


用 0.03molML HCL 于 10SC 反 应 6 一 18h ,裂解 在 Asp 的 羧 端 。0.012SmolML HCLPH 


2) 真 空 108 尼 反应 2h,60% Asp-X 键 裂解 [0 。 
温和 酸 水 解 , 肽 键 断 在 Asp-Pro。 


环 、 选 择 性 及 限制 性 化 学 胺 解 


选择 性 化 学 裂解 如 关 胺 裂解 在 Asn-Gly 键 上 1 。 
表 2.1 常用 的 酶 解 和 化 学 裂解 的 试剂 和 方法 





裂解 试剂 专 一 性 文献 裂解 试剂 
内 肽 酶 Lys-C Lys- 又 [13j 胰 凝 乳 蛋 白 酶 
Achromobacter 和 蛋白酶 Lys-X [14] 
内 肽 酶 Arg-C Arg-X [15] 
内 肽 酶 Asp-N X-Asp 溴 化 氨 (BrCN) 
X-cysteic acid [16] BNPS-Skatole” 
Asn 内 肽 酶 Asn-X B 了 ] Iodosobenzoic acid 
V8 蛋白 酶 Glu-X N - 氧 代 琥珀 酰 亚 胺 
Asp-X [18] “|| 2 - 硝 基 - 5 - 硫 氢 基 共 甲酸 
胰 和 蛋白 酶 Lys-X 
Arg-X [19] 
x 2-(2 - 硝 基 苯 亚 磺 酰 胺 )- 3 - 甲 基 - 3 - 溴 代 假 吗 吹 。 
390 -。 





专 一 性 
Trp- 双 ， Tyr- 又 
Phe-X,Leu-X 


Met-X 
Met-X 
Trp- 久 
Trp-X 
Trp- 和 
Cys- 叉 


文献 


[20] 
[21] 
[2 有 到 
[24] 





德国 Stahl 用 BrCN 和 蛋白质 作 用 ,在 不 同 的 时 间 间 隔 取 样 ,得 到 一 系列 裂解 在 蛋 昌 
质 不 同 部 位 的 甲 硫 氨 酸 产物 ,并 进行 质谱 分 析 , 这 有 助 于 蛋白 质 全 序列 的 演绎 。 表 2.1 提 
供 了 常见 的 酶 解 和 化 学 裂解 的 试剂 和 方法 。 


第 三 节 蛋白 水 解 酶 酶 解 
一 、 常 用 重 白 水 解 栈 


(1) 胰 有 蛋白酶 (trypsin) 

专 一 作用 在 Arg 和 Lys( 碱 性 氨基 酸 ) 的 羧基 端 ,但 对 Arg-Pro 和 Lys-Pro 键 没 作用 。 
我 们 常 将 胰 蛋 白 酶 配 成 Img/ml, 贮 存在 1mmolLL HCI 中 , -207 保存 数 月 ,而 未 观察 到 
酶 的 活性 损失 。 如 果 样 品 溶解 度 差 ,可 适量 加 入 尿素 增加 溶解 度 ,因为 胰 和 蛋白 酶 在 
2mol/L 尿素 中 , 仍 具 有 充分 的 活性 。 
(2) 胰 凝 乳 蛋 和 白 酶 (a-chymotrypsin ) 

专 一 作用 在 芳香 族 氨基 酸 的 羧基 端 。 
(3) 内 肽 酶 Lys-C (endoproteinase Lys-c) 

专 一 作用 在 Lys 的 羧基 端 。 
(4) V8 蛋白 酶 (staphylococcal protease ) 

专 一 作用 在 Asp 和 Glu( 酸 性 氨基 酸 ) 的 羧基 问 。pH 8.0 的 磷酸 缓冲 液 时 ,作用 在 
Glu-X 和 Asp-X;pH 4.0 的 乙酸 缓冲 液 时 , 仅 作 用 于 Glu-x 键 。 
($) 梭 菌 蛋白 酶 (clostripain ) 

专 一 作用 在 Arg 的 羧基 端 !251。 
(6) 凝血 酶 (thrombin) 

专 一 裂解 在 Arg - Gly 键 上 [26] ,在 纤维 蛋白 原 工作 中 ,很 大 程度 上 还 依赖 于 邻近 氨基 
酸 序 列 。 近 来 还 常用 作 融 合 蛋 白 的 裂解 点 2 。 
(7) 其 他 

还 有 专 一 性 较 广 的 胃 和 蛋白 酶 (pepsin)、\ 枯草 杆菌 蛋白 酶 (subtilisin)\ 木瓜 蛋白 酶 (pa- 
pain)、 嗜 热 菌 蛋白 酶 (thermolysin) 等 。 

应 该 指出 胰 蛋 白 酶 、 胰 凝 乳 蛋白 酶 均 从 胰 脏 制备 ,常常 不 易 完 全 分 开 , 而 是 你 中 有 我 ， 


我 中 有 你 , 专 一 性 不 佳 , 易 造 成 混乱 。 应 采购 TPCK - 胰 蛋 白 酶 (抑制 了 胰 凝 乳 蛋白 酶 活 


性 ) 和 TLCK - 胰 凝 乳 蛋白 酶 (抑制 了 胰 蛋 白 酶 活性 ) ,才能 保证 酶 的 专 一 性 。 


一、 酶 解 探 作 条 件 


将 30wl(100wg) 蛋 白质, 100mmolML NEHAHCO; ,pH 8.5,5mmolML DTT,SOTC 作用 
1S$min, 在 冷 至 室温 后 ,加 Sul 100mmolLL 碘 代 乙酸 ,室温 1Smin, 加 60 岂 水 ,最 后 加 酶 5 品 


[蛋白 样品 : 酶 =25:1 (质量 比 )],37? 保温 20 一 24h, 冻 二 样品 或 直接 注射 样品 (用 稀 


TEFA 酸化 至 约 pH2.5) 到 反 相 HPLC 柱 中 分 析 。 


wu.。 


(1) 有 蛋白质 的 量 和 浓度 

酶 解 不 能 正常 进行 的 主要 原因 之 一 是 蛋白 质 的 量 不 足 。 精 确定 量 蛋 白质 是 必需 的 ， 
一 般 用 氨基 酸 分 析 来 定量 微量 的 蛋白 质 。 

蛋白 质 浓 度 通常 要 求 S00wgMml, 最 少 不 得 低 于 100wgMml, 否则 酶 的 消化 难以 进行 ， 
体积 在 S0 一 100ml。 
(2) 缓冲 液 \ 盐 和 去 垢 剂 

酶 作用 可 以 被 缓冲 液 中 的 各 种 因子 所 抑制 或 完全 阻止 。 在 标准 的 2molML 尿素 ， 
0.1molLL NEHAHCO; 系统 中 ,SDS 含量 为 0.0005% 时 ,就 会 影响 酶 的 消化 。0.005% SDS 
会 减少 许多 酶 解 肽 段 的 产量 。 类 似 的 ,染料 考 马 斯 兰 和 两 性 电介质 也 会 阻止 酶 的 消化 。 
高 浓度 的 盐 (1molML NaCl) 也 会 影响 蛋白 水 解 酶 的 活性 ;2molLL 以 上 浓度 的 尿素 会 影响 
羧 甲 基 化 和 蛋白 酶 的 消化 。 
(3) 效 甲 基 化 

Stone 等 报道 , 转 铁 蛋白 用 酶 解 时 , 羧 甲 基 化 的 转 铁 蛋 白 酶 解 很 好 ,而 没有 羧 甲 基 化 的 
转 铁 蛋白 , 酶 解 程度 很 差 。 
(4) 蛋白酶 的 量 

酶 和 蛋白 质 的 质量 比 为 1:25, 如 果 分 子 质 量 大 的 蛋白 质 (>6 万 Da) , 则 比例 要 减低 
至 1:S0。 胰 蛋白 酶 要 用 序列 级 的 商品 。 
(5) 原 位 酶 解 

将 SDS-PAGE 上 的 蛋白 质 样品 从 凝 胶 上 解析 下 来 是 很 困难 的 ,文献 报道 有 很 多 方 
法 ,但 实用 性 差 。 目 前 流行 的 方法 是 将 蛋白 质 电 印 迹 (blotting) 至 PVDF 类 的 膜 上 ,直接 
进行 序列 分 析 或 直接 在 膜 上 进行 酶 解 , 后 者 称 为 原 位 分 析 (zz sitx )。 

操作 如 下 : 膜 片 剪 成 Imm 细 条 , 放 在 Eppendrof 管 中 , 加 1.2ml 0.5% (和 ZLV) PVP- 
40/0.1molL HAc,377C 保温 30min, PVP-40 的 作用 是 阻止 在 酶 解 时 蛋白 酶 吸附 到 硝酸 
纤维 素 膜 上 , 除去 PVP-40 后 ,用 水 充分 洗涤 膜 至 少 5 次 以 洗 净 残 留 的 PVP-40( 因 为 
PVP-40 有 很 强 的 紫外 吸收 ,在 RP-HPLC 中 ,PVP-40 于 30% 一 40% 有 机 溶剂 浓度 时 洗 
下 来 , 它 在 215 一 220nm 有 很 高 的 吸收 ,在 260 一 289nm 吸收 很 小 ) ,所 以 在 HPLC 前 需 完 
全 除去 。 膜 片 再 用 酶 解 时 的 缓冲 液 漂洗 ,然后 进行 酶 解 ,一 般 蛋白 酶 在 100mmol/L 
NEH4HCO3:ACN=95:5,pH8.2,377 酶 解 过 夜 , 对 V8 和 蛋白酶 则 在 100mmolZL 磷酸 钠 : 
ACN=95:5$,pH7.8, 室 温 过 夜 。 酶 与 底 物 之 比 为 1:10 至 1:20( 质 量 比 ); 对 亚 微 克 级 样 
品 , 酶 与 底 物 之 比 高 达 2:1。 酶 解 后 -207 保存 或 立刻 用 数 微 升 10%TFA 酸化 ,上 样 到 
HPLC 柱 上 分 析 。 
(6) 限制 性 酶 解 

有 助 于 蛋白 质 测序 时 的 序列 演绎 。 最 著名 的 例子 是 核糖 核酸 酶 (RNase) , 它 被 枯草 
杆菌 蛋白 水 解 酶 在 pH 8.0 下 作用 ,活性 没有 变化 ,但 出 现 一 个 新 的 N 端 丝氨酸 。 用 Am- 
berlite IRC-50 离子 交换 柱 ,0.2mol[L pH6.25 的 磷酸 钠 缓 冲 液 可 分 离 到 一 个 大 片段 
(S 蛋白 ) 和 一 个 小 片段 (S 肽 )。 也 可 用 三 氯 乙 酸 (TCA) 沉 淀 法 ,沉淀 部 分 是 S 蛋 白 , 上 层 
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液 部 分 是 S 肽 Cs] 。 同 法 亦 可 用 在 糖 原 理 酸化 酶 等 的 研究 中 。 
第 四 蛋白质 中 存在 着 封闭 的 N 端 


有 些 和 蛋白 质 的 N 端 是 封闭 的 ,尤其 在 Ehrlich Ascites 腹水 细胞 中 ,80% 的 蛋白 质 的 N 
端 是 乙酰 化 的 ,因此 用 Edman 法 不 能 直接 测定 其 序列 ,要 用 一 系列 的 化 学 或 酶 处 
理 [29,30] 。 

如 果 在 蛋白 质 / 肽 序列 仪 上 测定 不 到 序列 ,蛋白质 的 量 肯 定 又 是 足够 的 , 则 可 在 仪器 
上 进一步 用 含水 TFA( 三 氟 乙 酸 ) 处 理 样品 ,使 蛋白 质 酸 水 解 成 许多 肽 段 后 再 测序 ,这 时 
会 有 很 多 PTH -氨基 酸 出 现 , 以 此 反 证 此 蛋白 质 的 N 端 是 封闭 着 的 ,再 用 下 述 方法 除去 
封闭 着 的 N 端 。 

首先 ,用 温和 的 酸 处 理 可 以 除去 甲 酰 化 的 甲 硫 氢 酸 (fMet) ,也 可 能 引起 丝氨酸 、 苏 氮 
酸 的 乙酰 化 N 一 O 重 排 反 应 。 如 果 酸 处 理 后 还 是 测 不 到 序列 , 则 进一步 用 焦 谷 氮 酸 氨 肽 
酶 除去 和 蛋白质 N 端 上 的 焦 谷 酰基 ;假设 这 一 方法 仍 不 见效 ,再 用 较 强 的 酸 处 理 或 其 他 酶 
处 理 。 虽 然 有 乙酰 氨基 酸 释放 酶 (acylamino acid-releasing enzyme,AARE) ,但 它 不 能 作用 
长 度 在 20 个 氨基 酸 残 基 以 上 的 蛋白 质 或 肽 。 因 此 ,封闭 的 蛋白 质 首先 裂解 成 小 肽 ,再 用 
AARE 处 理 除去 N 端 上 的 乙酰 化 氨基 酸 转变 成 n-1 肽 ,然后 n-1 肽 的 序列 再 用 Edman 法 
测定 。 


一 、 除 去 蛋白 质 中 封闭 的 N -乙酰 丝氨酸 和 N-=- 乙 酰 苏 氨 酸 


样品 置 于 1.Sml 的 聚 丙烯 离心 管 中 ,加 无 水 TFA, 密 闭 ,40 保温 1h, 然 后 打开 管 盖 ， 
让 TFA 挥发 ,干燥 ,再 进行 序列 分 析 。 


一 、 除 去 N _ 甲 酰 甲 硫 氨 酸 


样品 置 于 1.Sml 聚 丙 烯 离心 管 中 , 加 30 岂 0.6molML HCL 密闭 ,2S 它 水 解 24h, 打 开 
管 盖 ,真空 除去 HCL, 然 后 进行 序列 分 析 。 

以 上 两 种 温和 酸 水 解除 去 甲 酰 或 乙酰 氨基 酸 ,这 与 时 间 温度 酶 浓 记 有 很 大 关系 ;过 
分 的 酸 水 解 会 引起 蛋白 质 中 肽 键 的 断裂 ,如 对 酸 不 稳定 的 Asp-Pro 键 ; 相 反 , 条 件 不 够 , 则 
封闭 的 N 端 基 团 水 解 不 完全 ,导致 测序 的 起 始点 不 均一 。 


二 、 除 去 N 端 的 焦 谷 氮 酸 残 基 (pyroglutamate) 


样品 在 序列 仪 上 测 不 出 N 端 , 则 将 载 有 样品 的 膜 片 转移 至 1.Sml 聚 丙 烯 微量 离心 管 
中 ,用 0.5%PVP-40 洗 膜 片 ( 见 上 节 原 位 酶 解 部 分 ) ,再 加 100 岂 l 焦 谷 氨 酸 氢 肽 酶 (Sug 于 
50mmolLL 磷酸 钠 pH7.0, 含 10mmolL DTT) 37 酶 解 5 一 10h, 用 水 洗 膜 ,干燥 , 放 回 序 
列 仪 分 析 。 





胃 、 除 去 其 他 的 N -乙酰 氨基酸 G1 
五 、 选 择 性 纯化 N 端 封闭 的 有 


蛋白 质 用 胃 和 蛋白酶 (pepsin) 或 嗜 热 菌 蛋白 酶 (thermolysin) 作 用 后 (但 不 能 用 胰 和 蛋白 
酶 !) ,酸化 到 pH 2, 上 强酸 性 阳离子 交换 柱 ( 例 Dowex 50mmx 2mm,H“” 型 )。 所 有 含 游 
离 氨基 或 其 他 碱 性 基 团 的 肽 都 结合 至 柱 上 , 仅 缺 少 碱 性 基 团 的 肽 通过 柱 汇 出。 如 果 N 端 
是 封闭 着 的 (没有 游离 的 N 端 氨基 ) ,同时 因 用 专 一 性 很 广 的 酶 作用 , 肽 较 小 又 不 含 组 氢 
酸 、 赖 氨 酸 、 精 氨 酸 , 则 可 在 排出 液 中 发 现 N 端 封闭 的 肽 。 

此 技术 的 局 限 性 是 :大 肽 (甚至 含有 碱 性 基 团 ) 可 能 不 结合 到 树脂 上 ,因为 它们 不 渗 和 人 
树脂 孔径 内 ;相反 ,一 些 朴 水 的 肽 ,特别 含有 色 氮 酸 残 基 , 即 是 它们 缺少 游离 的 N 端 氨基 ， 
也 可 能 结合 到 柱 上 。 此 外 ,如 果 存 在 碱 性 基 团 非常 靠近 N 端 , 胃 和 蛋白 酶 作用 不 能 除去 , 则 
该 技术 也 不 见效 。 

应 该 指出 ,N 端 为 谷 氨 酸 的 肽 在 极端 pH 下 会 环 化 而 转变 成 封闭 , 需 加 以 小 心 。 

近年 来 ,由 于 质谱 (MS) 在 生物 样品 检测 中 有 了 长 足 的 发 展 , 可 用 MS 精确 测定 分 子 
质量 的 方法 来 判断 封闭 的 N 端 为 何 种 基 团 432]。 


第 五 节 ”蛋白质 中 的 C 端 残 基 的 测定 
--、 詹 肽 栈 法 


羧 肽 酶 是 最 常用 的 方法 ,对 一 些小 肽 而 言 ,C 端 有 时 最 容易 测定 的 ,如 胰 有 蛋白酶 酶 解 
肽 段 时 总 是 以 Lys 或 Arg 为 C 端 ;BrCN 裂解 的 肽 总 是 以 高 丝氨酸 (homoserine) 为 C 端 ; 
V8 和 蛋白酶 酶 解 的 肽 总 以 Glu 或 Asp 为 C 端 。 虽 然 有 非 专 一 的 情况 ,但 毕竟 出 现 的 概率 很 
2 

羧 肽 酶 酶 解 是 从 C 端 开 始 ,一 个 一 个 地 从 C 端 释放 出 氨基 酸 残 基 , 这 是 个 动态 的 释 
放 过 程 。 有 的 氨基 酸 释放 快 些 , 有 的 氨基 酸 释 放 慢 些 。 对 小 肽 的 C 端 序列 测定 问题 不 
大 ,但 对 长 肽 的 序列 测定 ,由 于 对 不 同 氨基 酸 残 基 释 放 的 速度 不 同 ,对 后 面 一 些 氨基 酸 的 
序列 判断 ,可 能 会 出 现 错误 。 在 这 方面 不 如 化 学 降解 法 。 

C 端 序 列 分 析 是 在 酶 解 的 不 同时 间 间 隔 , 取 出 一 定量 的 反应 物 停止 反应 后 ,用 氨基 酸 
分 析 定 量 氢 基 酸 来 排列 出 其 序列 ,近来 用 质谱 法 测定 C 端 序列 。 参 见 有 关 章 节 。 

(1) 羧 肽 酶 A(Cp A) 

此 酶 释放 非 极 性 氨基 酸 速度 快 ,释放 His、Thr、homoserine 也 很 快 ,释放 Asp、Ser、Met 
sulphone 则 缓慢 ,释放 Lys 也 较 慢 ,但 在 高 pH 下 则 速度 加 快 点 ;酸性 氨基 酸 的 释放 也 较 
慢 , 对 Pro 和 Arg 基本 上 不 起 作用 。 倒 数 第 二 个 氨基 酸 残 基 影 响 水 解 速度 ,但 对 这 一 现象 
作 一 归纳 或 解释 是 很 困难 的 。 

此 外 ,如 何 保证 Cp A 不 污染 有 内 肽 酶 也 是 一 个 很 重要 的 问题 ,通常 用 二 异 两 基础 酰 
氟 (Diisopropylfluorophosphate,DFP) 处 理 以 抑制 丝氨酸 蛋白 酶 的 活性 。 
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Cp A 在 低 离 子 强度 下 是 不 溶性 的 ,通常 以 悬 液 形式 存放 于 4 。 使 用 前 将 酶 悬浮 在 
水 中 ,离心 除去 上 层 液 ,上 层 液 中 可 能 含有 游离 的 氨基 酸 , 而 沉 演 部 分 溶 于 少量 2mol/L 
NEHAHCO; 中 ,此 Cp A 加 到 变性 的 底 物 蛋白 质 中 (10 一 100nmol, pH 8.5,0.2mol/L 
N-ethylnorpholine HAc) , 酶 和 底 物 的 分 子 比 为 1:100, 如 果 底 物 在 此 缓冲 液 中 不 溶解 , 则 
可 在 1%SDS(xx/V) 或 6molALL 尿素 中 进行 。 有 时 加 正 亮 氨 酸 (norleucine, ImolMmol 蛋白 
质 ) 为 内 标 。 溶 液 在 25 保温 , 隔 0.5,1,4,16h, 取 一 定量 反应 液 (1 一 Snmol) ,加 等 体积 
lmolML HAc 停止 酶 作用 ,离心 除去 蛋白 质 , 上 层 液 真 空 干燥 , 然 后 残余 物 溶 在 氨基 酸 样品 
缓冲 液 中 进行 氨基 酸 分 析 。 以 正 亮 氨 酸 作 校正 ,同时 有 相同 程序 的 空白 对 照 。 

如 果 在 酶 作用 短 时 间 后 就 释放 出 大 量 的 氨基 酸 , 则 改 用 低 的 Cp A 浓度 和 作用 短 时 
间 (5,10,20,60min) 取 样 ; 相 反 , 如 果 只 有 少量 氨基 酸 释 放 , 则 可 加 大 酶 / 底 物 的 比例 ,或 
377 作用 更 长 的 时 间 。 

(2) 次 肤 酶 B (Cp B) 

从 和 蛋白质/ 肽 的 C 端 释 放 Lys 和 Arg,Cp B 存 放 在 -20C 时 ,非常 稳定 。 
(3) 闪 肽 酶 了 (Cp Y) 

目前 Cp Y 有 更 广泛 的 专 一 性 和 通用 性 ,一 般 讲 它 作 用 底 物 C 端的 疏水 性 氨基 酸 快 
些 , 作 用 于 带电 荷 的 氨基 酸 慢 些 。 此 酶 很 稳定 , 某 些 金属 离子 (例如 Cu ,Hg ) 抑制 酶 
活性 。Cp YY 制剂 中 可 能 污染 有 酵母 蛋白 酶 A, 这 时 可 加 明和 蛋白 酶 抑制 剂 (pepstatin) 抑 
制 , 也 可 用 EDTA 抑制 。Cp Y 用 量 一 般 为 底 物 的 1/50 一 17X100, 在 2SY 作用 ,于 不 同时 间 
取 反 应 液 酸化 后 分 析 游 离 的 氨基 酸 。 

(4) 羧 肽 酶 P (Cp P) 

CpP 是 种 酸性 羧 肽 酶 , 它 贮 存在 pH 5.5 的 50mmolL 吡啶 醋酸 缓冲 液 中 , 于 

-207 ,6 个 月 内 非常 稳定 。 其 作用 于 pH2.5 的 100mmolAL 吡啶 甲酸 缓冲 液 中 。 


二 、 化 学 降解 法 


早年 的 化 学 降解 法 只 能 测定 一 个 C 端 氨基 酸 , 远 远 不 能 满足 需求 。 而 羧 肽 酶 法 虽 能 
测 到 3 一 $ 个 序列 ,但 这 是 一 个 动态 演绎 的 方法 ,有 可 能 错 判 。 十 多 年 前 ,蛋白 质 化 学 家 就 
开始 用 类 似 Edman 降解 法 从 C 端 逐 个 测定 氨基 酸 序列 ,每 次 国际 蛋白 质 会 议 都 有 报道 ， 
直到 1995 年 才 有 商品 仪器 供应 。 目 前 C 端 序 列 仪 一 般 只 能 测定 5 个 氨基 酸 残 基 左 右 ( 这 
和 和 蛋白 质 的 性 质 有 关 , 有 些 可 测 到 10 个 左右 ) ,在 nmol 水 平 上 ;这 与 N 端 序列 还 有 很 大 
的 差距 (目前 N 端 序列 仪 灵 敏 度 在 10pmol, 可 测 到 50 个 循环 ) 


第 六 节 。 蛋 白质 中 一 些 特殊 肽 段 的 检 出 
一 、 富 筑 基 肽 的 分 离 纯 化 和 分 析 
莞 基 在 蛋白 质 性 质 、 结 构 和 功能 中 具有 重要 作用 ,因此 含 并 基 肽 段 的 鉴定 是 蛋白 质 化 
学 不 可 缺少 的 部 分 。 文 献上 含 Cys 的 肽 常用 同位 素 标记 的 碘 代 乙 酸 处 理 , 羧 甲 基 化 ,然后 


在 HPLC 肽 谱 分析 时 跟踪 有 标记 的 肽 段 。 鉴 于 用 同位 素 在 国内 不 很 方便 ,我 们 用 4- 乙 烽 
4 避 有 全 = 
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吡啶 标记 蛋白 质 中 的 半 胱 氨 酸 , 酶 解 后 的 肽 谱 , 除 用 214nm 检 出 外 ,同时 还 用 254nm 检 
出 ,只 有 被 4- 乙烯 吡啶 修饰 的 肽 在 2354nm 才 有 吸收 ,所 以 能 方便 地 检 出 533]。 

Steinmanl34,35 等 用 碘 代 乙酸 修饰 牛 红 细胞 超 氧 化 物 歧 化 酶 (SOD) ,测定 了 其 一 级 结 
构 和 二 硫 键 的 定位 ,确定 此 酶 含有 一 对 二 硫 键 和 一 个 游离 的 琉 基 ,因此 SOD 可 以 成 为 研 
究 琉 基 修 饰 的 良好 材料 。 碘 代 乙 酸 修饰 的 蛋白 质 在 进行 氨基 酸 序列 分 析 时 ,X 甲 基 半 胱 
氨 酸 的 PITH -衍生 物 (PTH-CMC) 和 PTH-Glu 较 难 分 开 ,影响 序列 测定 ,同时 需 用 同位 素 
标记 才能 分 离 到 含有 芝 基 的 肽 段 。 我 们 现 用 4 -一 基 吡 啶 修饰 半 胱 氨 酸 ,可 以 在 分 析 
PTH -氨基 酸 时 清楚 地 定位 乙 基 吡啶 化 半 胱 氨 酸 的 PTH -衍生 物 (PIHPEC) ,同时 利用 
4 -乙烯 吡啶 标记 后 在 254nm 处 有 特殊 吸收 这 一 性 质 !331 ,分 别 标记 还 原 的 SOD 和 和 天然 的 
SOD, 从 而 制备 含有 莹 基 的 肽 和 定位 二 硫 键 。 


《一 ) 试剂 和 仪 普 


牛 红细胞 超 氧化 物 歧 化 酶 :Sigma 公司 产品 。 

筑 基 乙醇 ,HPLC 级 :Fluka 公司 产品 。 

4-- 乙 烯 吡啶 :Serva 公司 产品 , 重 蒸 并 充 氮气 , -207C 保存 。 

盐酸 股 0 公司 产品 。 

TPCK - 胰 和 蛋白酶 :本 实验 室 自制 。 

270A 毛细 管 电泳 :Applied Biosystems 公司 产品 。 

150 HPLC 和 RP-300 柱 (Aquapore, 30mm xx 4.6mm I. D. C-8 ) , Spheri-S(S0mm 关 
1.0mm I.D. ,C-18) :Applied Biosystems 公司 产品 。 

477A7X1L20A 蛋白 质 序 列 仪 :Applied Biosystems 公司 产品 。 

CT 

(1) 总 殖 基 修饰 (还 原型 SOD) 

300wgSOD 深 于 100Ml 6molLL 盐酸 县 - 0.25molL Tris-HCL-lmmolML EDTA, pH 
8.5 绥 冲 液 中 , 充 人 氮气 ,加 入 Sul 10% 蔽 基 乙 醇 水 溶液 ,室温 避 光 反应 2h, 然 后 加 入 4 凡 
4- 乙 烽 吡 啶 ,室温 避 光 反应 1.5Sh。 立 即 用 反 相 HPLC RP-300 柱 脱盐 分 离 ,收集 样品 后 抽 
(2) 游离 琐 基 修饰 (天 然 SOD) 

300wg SOD 溶 于 同上 的 肌 -Tris-EDTA 缓冲 液 中 , 充 人 氮气 ,加 入 1$ 岂 4 -乙烯 吡啶 ， 
室温 避 光 反映 反应 3h, 立 即 经 HPLC RP 一 300 柱 脱盐 分 离 ,收集 样品 并 浓缩 抽 王 。 
(3) 胰 蛋 白 酶 水 解 

修饰 后 的 样品 溶 于 300wl 0.1molML NH4AHCO; 溶液 中 ,加 入 3wgTPCK - 胰 蛋 白 酶 ( 底 
物 与 酶 质量 比 约 为 100:1) ,377 , 避 光 酶 解 4h, 再 追加 同 量 的 酶 ,反应 过 夜 。10%TFA 调 
至 pH3.0, 终 止 反应 。 
(4) 含 琉 基 被 修饰 肽 段 的 氨基 酸 序列 分 析 

调节 序列 仪 中 120A HPLC 分 离 PTH 氨基 酸 洗 脱 液 A(5% 四 氢 叶 喃 ) 中 HAc-NaAc 
的 离子 强度 ,使 PTH-Ala 和 PTH-His 保留 时 间 间 隔 为 0.5 一 1.0min, 便 于 PTH-PEC 的 分 
离 。 
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@ 参见 图 1.7, 还 原型 SOD( 左 图 ) 与 天 然 SOD( 右 图 ) 的 肽 谱 , 上 图 是 220nm 检测 ,下 
图 是 234nm 检测 , 仅 显 示 含 琉 基 的 肽 。 

@ 含 琉 基 肽 的 序列 分 析 

按 HPLC 图 谱 洗 脱 次 序 依 次 命名 肽 1、 肽 2、\ 肽 3。 

肽 1:AVCVLK (4 一 9); 

肽 2:LACGVIGIAK(53 一 62 ) ; 

肽 3: GDTVVVTGSITGLTEGDHGFHVHQFGDNTQGCTSAGPHEFNPLSK (113 一 
156 ) ; 

由 此 得 出 : 肽 1 中 Cys-6 是 游离 的 一 开 基 ,而 肽 2 中 的 Cys-55 和 肽 3 中 的 Cys-144 形 
成 二 硫 键 。 


(四 ) 皇 不 


人 中 修饰 天 然 SOD 所 需 的 乙烯 吡啶 量 大 大 多 于 修饰 还 原型 SOD 所 需 的 量 , 可 能 原因 
是 SOD 在 还 原 过 程 中 蛋白 质 结构 趋 于 松散 , 半 胱 氨 酸 相对 稳定 ,易于 乙烯 吡啶 结合 。 

四 调节 序列 仪 中 120A HPLC 分 离 PTH 氨基 酸 洗 脱 液 A($% 四 氢 叶 喃 ) 中 HAc- 
NaAc 的 离子 强度 ,使 PTH-Ala 和 PTH-His 保留 时 间 间 隔 为 0.5 一 1.0min, 便 于 PTH- 
PEC 的 分 离 。 


二 、 含 芳香 族 氨 基 酸 肘 的 分 离 纯化 和 监 定 
(一 ) 5 3 


蛋白 质 在 280nm 有 特征 性 的 高 吸收 ,这 主要 是 芳香 族 氨基 酸 ( 色 氢 酸 、 酷 氨 酸 和 茶 丙 
氨 酸 ) 的 贡献 。 蛋 白质 在 酶 解 后 的 肽 谱 中 ,检测 波长 不 用 280nm, 而 采用 214 一 220nm, 这 
是 由 于 肽 键 的 强 吸收 缘故 。 肽 谱 中 不 含 芳 香 族 氨基 酸 的 肽 ,在 280nm 下 ,基本 上 没有 吸 
收 峰 ,但 含有 色 所 酸 或 酷 氨 酸 的 肽 , 则 在 280nm 下 却 表 现 出 强 的 吸收 峰 。 据 此 ,我们 可 以 
辨别 含 芳香 族 氨基 酸 的 肽 。 

此 外 , 含 芳香 族 氨基 酸 肽 的 二 阶 微分 光谱 也 和 一 般 肽 的 二 阶 微分 光谱 有 明显 的 差别 。 
有 报道 在 碱 性 条 件 下 (pH 12.5) ,Tyr 离子 化 的 二 阶 微分 光谱 与 Trp 的 二 阶 微分 光谱 完全 
不 同 ,特别 在 260nml36]。 但 这 样 的 条 件 对 酸性 的 HPLC 反 相 柱 显然 是 不 合适 的 。 我 们 用 
不 含 Trp 和 Tyr 的 19 肽 (从 血红 蛋白 酶 解 物 中 分 离 纯 化 ) ,含有 Trp 的 5 肽 胃 沁 素 , 含 有 
Tyr 的 合成 7 肽 和 同时 含有 Tirp 与 Tyr 的 LH- RH 作为 模型 肽 ,进行 了 HPLC 分 析 和 在 
线 二 阶 微分 光谱 分 析 ,结果 见 图 2.4137]。 

由 图 谱 可 见 ,不 含 Trp 和 Tyr 残 基 的 肽 ,二 阶 微分 光谱 为 一 无 序 图 谱 , 没 有 Trp 和 
Tyr 的 特征 峰 形 (图 2.4a) ; 含 Trp 的 肽 的 二 阶 微分 光谱 在 290nm 处 有 特征 峰 (图 2.4b); 
含 Tyr 肽 的 二 阶 微分 光谱 在 283nm 处 有 特征 峰 ( 图 2.4c); 同 时 含有 Trp 和 Tyr 的 肽 的 二 
阶 微分 光谱 在 290nm 和 283nm 处 都 有 特征 峰 ( 图 2.4,d)。 据 此 也 可 以 辨别 含 不 同 芳香 
族 氨 基 酸 的 肽 [36] 。 
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图 2.4 模型 肽 的 在 线 二 阶 微分 光谱 分 析 
a.19 肽 ;b.5 肽 胃 沁 素 ;c. 合成 7 肽 ;d.LEH-RH。 


一) 不 同 溉 长 测定 枪 出售 芳 香 族 氨 基 酸 的 肽 
由 于 芳香 族 氨基 酸 在 280nm 附近 有 强 吸收 ,但 它们 的 强度 差别 也 很 大 ,一般 是 Tirp 六 


Tyr 福 Phe。 基 于 此 ,我们 可 以 比较 同一 肽 图 在 214nm 和 280nm 上 的 吸收 ,可 以 方便 地 判 
断 哪 一 个 肽 可 能 含有 芳香 族 氨 基 酸 。 


1. 材料 
新 型 白细胞 介 素 - 2(Ser-125) :上 海 医药 工业 研究 院 中 试 组 提供 。 
2. 方法 


J 酶 解 :TPCK - 胰 和 蛋白酶 为 本 实验 室 自制 。IL-2:TPCK-Trypsin= 50:1( 王 / 丈 ), 碳 
酸 氢 镑 缓冲 液 ,pH 8.0,377 酶 解 4h, 加 TEA 至 pH2 一 3 停止 反应 。 

GO HPLC:Beckmam System Gold 系统 ,250mm x4.6mm I.D.RP-18 柱 。 梯 度 洗 脱 
条 件 为 0.1%TFAMO-0.085%TFAVCAN,60min。 

G@) 蛋 和 白质/ 多 肽 序列 分 析 :ABI 477A 序列 仪 ,常规 分 析 。 


3. 结果 


参见 图 1.9, 这 是 白细胞 介 素 - 2 的 酶 解 肽 谱 , 上 图 是 214nm 检测 ,下 图 是 280nm 检 
测 。 由 此 可 方便 地 判定 下 图 中 的 高 吸收 峰 含 有 芳香 族 氨 基 酸 [38] 。 


三) 一 阶 微分 光谱 检 出 含 芳 香 族 氨基 酸 的 肽 
1. 材料 


19 肽 :由 血红 蛋白 B 链 酶 解 后 从 HPLC 制备 , No.41 一 59。 
Phe-Phe-Clu-Ser-Phe-Gly-Asp-Leu-Ser-Thr-Pro-Asp-Ala-Val-Met-Gly-Asn-Pro-Lys 
5 肽 胃 泌 素 :上 海 丽 珠 东 风 生 物 技 术 有 限 公司 产品 。 

。 38 。 





Boc-B-Ala-Trp-Thr-Pro-Phe-NHD2 
合成 7 肽 : 崔 大 敷 教授 合成 并 赠送 。 
Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-Arg-Thr 
LHRH:p-Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NEHP2 
重组 人 表皮 生长 因子 (hEGF) : 甘 人 宝 教授 赠送 。 
新 型 人 白细胞 介 素 -2(Ser-15) :天 元 生物 技术 有 限 公 司 提供 。 


2. 方法 和 仪器 


COHPLC:HP 公司 HPLC 1090M Series II, 具 有 DAD 检测 器 和 相应 化 学 工作 站 软件 ， 


可 在 线 对 图 谱 各 峰 进 行 二 阶 微分 光谱 分 析 。HP-C18 柱 (100mm x2.1mm I.D. );TEA- 


ACN 梯度 ( 均 为 HPLC 级 产品 ) ;mAU 为 毫 吸收 单位 。 

@ 酶 解 条 件 :TPCK -- 胰 和 蛋白 酶 为 本 实验 室 自 制 。HEGF : 胰 和 蛋白酶 =50:1( 丸 / 太 )， 
0.1molLL 碳酸 氧 铵 缓冲 液 ,pH 8.3,377 酶 解 18h 后 ,用 稀 TFA 调节 至 pH 2.0 左右 上 柱 
分 析 。 

@@ 氨 基 酸 分 析 :适量 肽 于 110C 下 , 恒 沸 点 HCL 水解 22h(Waters 水 解 工作 站 ) 后 ,于 
Beckman 6300 氮 基 酸 组 成 分 析 仪 上 分 析 。 

四 蛋白 质 序列 分 析 :ABI 477AZ120A 蛋白 质 序列 仪 上 , 按 常 规 方法 进行 。 


3. 结果 


(1) hEGF 的 肽 谱 及 含 Trp 肽 的 分 析 
2.5a 图 是 hEGF 的 酶 解 产物 的 肽 谱 ;对 肽 谱 中 每 个 峰 进 行 二 阶 微分 光谱 分 析 , 只 
有 标 星 号 的 肽 ,在 290nm 处 有 一 明显 的 负 峰 ,是 Trp 肽 的 特征 二 阶 微分 光谱 。 见 图 2.5b。 
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2.5 _ hEGF 的 胰 和 蛋白酶 酶 解 肽 谱 (a) 及 其 峰 2 的 二 阶 微分 分 析 (b) 


根据 EGF 的 一 级 结构 , 它 仅 在 C 端 肽 中 有 两 个 Tirp 残 基 。 收 集 星 号 肽 进行 氨基 酸 分 


析 , 仅 Glu、Leu、Arg, 其 比值 近 于 1,Trp 在 酸 水 解 时 被 破坏 对 肽 的 序列 分 析 结 果 为 : 
-Trp-Trp-Glu-Leu-Arg。 由 此 判定 此 肽 是 EGF 的 C 端 肽 。 
(2) 新 型 IL-2 的 肽 谱 及 其 相关 分 析 

新 型 IL-2 是 重组 蛋白 ,其 突变 点 是 原来 的 Cys-125 改变 成 Ser125。 将 新 型 IL-2 用 
TPCK - 胰 和 蛋白 酶 酶 解 后 ,进行 了 RP-HPLC 分 离 分 析 。 因 为 IL-2 中 只 有 一 个 Trp 残 基 位 
7。 

肽 谱 的 二 阶 微分 光谱 扫描 判定 仅 星 号 肽 具有 Trp 肽 的 特征 光谱 , 即 此 肽 是 含有 Trp 
的 C 端 肽 (No. 121 一 133)( 图 2.6)。 


"。， 39 。 


Ca 


-本 ie 一 mc 一 本、 和 -全 下 一 Ta 一 -二 - 玫 





吸光 度 /mAU 
S 


0 10 20 30 40 50 
tmin 


图 2.6 I-2 的 酶 解 肽 谱 及 其 二 阶 微分 光谱 分 析 


收集 此 肽 进行 序列 测定 ,结果 是 : 
121 25 130 [189 
Trp-Jle-Thr-Phe-Ser-Glu-Ser-Ile-JIle-Ser-ThrLeu-Thr 
更 证 实 了 二 阶 微分 光谱 结果 的 可 靠 性 。 
(3) 讨论 
二 阶 微分 光谱 分 析 具 有 简便 、 快 速 的 优点 ,不 必 增添 任 何 试剂 处 理 并 能 在 线 检测 。 但 
此 法 也 有 一 定 的 局 限 性 , Trp 和 Tyr 的 二 阶 微分 光谱 都 有 次 峰 谷 ,Trp 除 在 290nm 有 特征 
峰 外 ,在 282nm 有 次 峰 谷 ;Tyr 在 282nm 有 特征 峰 外 ,在 276nm 有 次 峰 谷 。 它 们 且 有 重 
琶 现 象 ,所 以 判别 Trp 肽 中 含有 Tyr 的 存在 是 件 困难 的 事 , 特 别 当 Trp:Tyr=1:1 时 , 因 
为 Trp 的 光 吸 收 系数 比 Tyr 大 得 多 。 


二 、 人 党 Lys- 肽 的 分 离 纯 化 和 鉴定 


赖 氨 酸 的 -氨基 可 以 和 磷酸 吡 哆 醛 (PLP) 形 成 Schiff 碱 ,该 衍生 物 在 32Snm 有 特殊 

的 吸收 ,利用 这 一 性 质 可 找 出 含有 Lys 残 基 的 肽 段 39] 。 
1 

和 蛋白质 中 的 赖 氨 酸 残 基 常 常 与 生物 活性 密切 有 关 。 例 如 醛 缩 酶 (ALD) 中 的 Lys-227 
和 同位 素 标记 的 磷酸 二 凑 丙 酮 反应 后 ,经 NaBH 还 原 可 以 形成 Schiff 碱 。 此 时 酶 分 子 上 
可 测定 到 等 克 分 子 数 的 放射 性 ,同时 酶 的 催化 活性 丧失 。 

用 同位 素 标 记 肽 比较 麻烦 ,Shapirol40] 则 发 现 醛 缩 酶 中 Lys-117 和 磷酸 吡 哆 醛 (PLP) 
反应 ,并 经 NaBH4 还 原 也 可 以 形成 Schiff 碱 , 酶 活性 受 抑 制 ,但 修饰 后 的 醛 缩 酶 仍 可 和 底 
物 结合 。 由 此 推论 Lys-107 是 一 次 要 活性 部 位 。 


用 PLP 作用 的 优点 是 避免 用 同位 素 ,PLP 修饰 在 Lys 残 基 上 形成 的 肽 ,在 325nm 有 
“ 0) 。 





一 特殊 吸收 [401。 因 此 ,这 种 技术 对 制备 和 分 离 Lys - 肽 具有 普遍 意义 。 
《二 ) 材料 与 试 剂 


醛 缩 酶 :本 实验 室 制备 。 

PLP:Sigma 公司 产品 。 

NaBH: :Aldrich 公司 产品 。 

ACN:EFluka 公司 产品 。 

TEA:Merck 公司 产品 。 

(CS 而 ” 全 法 

OPLP 修饰:2mg ALD(12.5nmol) 和 8ul 10mmolML PLP 在 2ml 10mmol[L, pH7.5 
Tris -HClI 缓冲 液 中 室温 避 光 反应 30min, pH 调 至 6.5 后 加 入 20 岂 0.SmolML NaBH4 
(10pmol) ,0 人 反应 10min。 对 重 蒸 水 透析 。 在 分 光 光 度 计 上 全 波 扫描 来 计算 PLP 的 结 
合 量 , 以 esom=1.46Xx105LMmol 定量 .ALD 蛋白 含量 ,以 eazsm=1.015 x 104LMmnol 定量 
PLP 衍生 物 的 含量 。 

GOTPCK - 胰 和 蛋白酶 水 解 :1mg:ml ALD 在 100mmolL pH8.0 NEHAWHCO; 中 ;37 尼 反 
应 过 夜 。 底 物 与 酶 重量 比 为 50:1。 

@ 酶 解 产 物 的 分 离 : 酶 解 产 物 经 ABI 1S0A HPLC 分 离 系统 , 柱 为 Spheri-S(C18， 
50mmxX1.0mm I.D. )。 流 动 相 A 为 0.1%TFA; 流 动 相 也 为 0.085%TFA-70%CAN。 
洗 脱 条 件 :0% 一 25%B 20min; 25% 一 75%B 60min; 75% 一 100%B 10min。 流 速 为 
0.1mlMmmin。 

由 肽 纯度 鉴定 :在 ABI 270A 型 毛细 管 电 泳 上 分 析 。 和 毛细 管 长 7Scm( 至 检测 器 距离 
$0cm ) ,内 径 S0um。 电 泳 条 件 为 20mmolAL pH2 .5 柠檬 酸 缓冲 液 ,电压 20kV ,电流 15wA。 

加 氨基 酸 序列 分 析 : 在 ABI 477A7Z120A 蛋白 质 / 多 肽 序列 仪 上 常规 进行 。 但 在 120A 
PTH 分 析 系 统 中 改变 了 乙酸 盐 的 浓度 ,使 PTHAla 与 PTH-His 洗 脱 时 间 相 差 约 1.Smin， 
这 样 可 将 PTH-Ala 与 PTH-Lys* (经 PLP 修饰 ) 能 分 离开 。 


〈 四 ) 结 宋 


(1) PLP 结合 位 点 肽 段 的 分 析 

2.7 为 ALD 经 PLP 修饰 后 的 胰 蛋 白 酶 酶 解 图 ,其 中 图 2.7a 在 220nm 波长 检测 ， 
图 2.7b 在 325nm 波长 检测 。 

分 别 收集 图 2.7b 中 的 峰 1,2,3, 经 毛细 管 电泳 鉴定 纯度 ,如 纯度 不 够 , 则 在 HPLC 上 
稍 加 改变 洗 脱 梯度 再 纯化 。 
(2) 含 Lys- 肽 的 序列 分 析 结 果 
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图 2.7 PLP -修饰 的 醛 缩 酶 经 胰 蛋 白 酶 水 解 产 物 的 HPLC 图 谱 


87 91 98 
肽 3:A-D-D-G-R- -P-F-P-Q-V-LK 
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附录 一 微量 蛋白 质 实验 室 注意 事项 


(1) 环境 

由 于 是 微克 级 的 操作 ,实验 室内 的 温度 \ 灰尘 纤维 皮肤 和 头皮 习 都 会 影响 结果 。 
(2) 吸附 

玻璃 容器 的 表面 吸附 ,由 于 量 少 ,会 使 大 部 分 物质 被 吸 在 壁 上 . 在 溶液 中 的 量 趋 于 
零 。 

用 透析 袋 ,少量 蛋白 质 (100wg) 会 因 吸 附 作用 而 导致 严重 损失 。 建 议 用 微量 透析 仪 
器 ,或 用 小 的 凝 胶 过 滤 柱 脱盐 ,甚至 用 挥发 性 溶剂 ,避免 脱盐 。 

推荐 储存 少量 肽 (< 10nmol) 在 小 的 玻璃 管 (5Smm x S0mm) 中 ,避免 转移 和 表面 吸附 
引起 的 损失 。 

冻 干 样品 时 ,如 果 用 大 的 器 严 , 则 用 硅烷 化 处 理 ; 有 时 候 , 宁 可 存放 样品 在 聚 两 虹 管 
中 。 
(3) 样品 加 样 和 转移 

小 量 样品 采用 称 量 是 不 精确 的 ,因为 有 的 样品 含 盐 易 吸湿 。 和 蛋白 质 / 肽 溶 在 适合 的 小 
量 溶剂 中 ( 例 S0u) ,用 5 一 10ml 进行 分 析 , 而 且 建 议 用 玻璃 的 微量 注射 针 简 ， 这 比 用 微量 
可 调 加 样 器 精确 得 多 。 

吡啶 -乙酸 -水 是 相当 好 的 蛋白 质 / 肽 的 溶剂 ,但 吡啶 在 280nm 。 有 很 高 的 光臣 收 。 影响 
到 紫外 定量 和 HPLC 的 检 出 。 此 时 , 较 大 的 酸性 肽 可 溶 在 NEHIOH,NH4HOO3 ,有 些 蛋 和 白 
质 / 肽 在 此 溶剂 中 不 溶解 , 则 可 用 酸 (70% 甲酸 ,或 TFA) ,并 尽快 在 真空 干燥 后 于 - 207C 
保存 。 为 防止 在 过 程 中 空气 泡 的 喷 出 而 使 样品 丢失 ,开始 可 用 水 泵 抽 10min, 直 至 溶解 在 
水 中 的 空气 泡 逸 出 后 ,再 用 油泵 真空 干燥 。 
(4) 反应 

小 体积 的 溶液 , 先 用 微量 离心 机 使 样品 集中 在 底部 ,加 入 试剂 后 迅速 密闭 防止 小 体积 
溶剂 的 挥发 ,然后 涡 旋 ,样品 和 转移 均 用 微量 注射 器 。 


附录 二 “常用 试剂 处 理 


(1) 水 

在 我 们 实验 室 采用 Mini-Q 水 。 必 须 指 出 :即使 用 Mini Q 水 也 要 新 鲜 , 长 期 存放 的 
Mini Q 水 ,在 HPLC 空白 时 ,也 会 有 峰 出 现 。 
(2) 省 化 氢 (cyanogen bromide,BrCN) 

应 新 鲜 配 制 ,完全 无 色 才 能 用 。 平 时 密闭 保存 在 -20? 。 
(3) 盐酸 有 抓 (Guanidium chloride,Gu. HCI) 

推荐 用 Schwarz/Mann Biotech 公司 的 超 纯 级 产品 。 纯 化 方法 见 Nozaki,Y. ,Methods 
Enzymol. ,1972;26:43 一 50 
(4) 6molLL 盐酸 

浓 盐 酸 加 等 体积 水 , 重 蒸 三 次 ,去 除 前 后 馏分 。 此 产品 通常 认为 是 6molML 
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(或 5.7molLL) 的 HCl。 
(5) 尿素 

尿素 溶液 在 放置 时 ,特别 在 碱 性 pH 下 ,会 有 和 氰 化 胺 (ammonium cyanate) 积 累 , 故 应 用 
新 鲜 配 制 尿 素 溶 液 。 

氰 化 胺 除去 的 方法 :溶液 通过 一 混合 离子 树脂 的 小 柱 ,1L 8molLL 尿素 溶液 需 10g 树 
脂 , 开 始 流出 柱 的 两 个 柱 体积 的 尿素 丢弃 不 用 。 
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第 三 章 和 氢 基 酸 组 成 分 术 


氨基 酸 是 一 种 小 分 子 的 两 性 化 合 物 ,分子 质量 在 75 一 200Da 之 间 ,其 化 学 通 式 为 
wa ,在 生物 体内 出 现 的 氨基 酸 都 是 工 型 , 仅 在 少数 微生物 来 源 的 多 肽 中 


NE 
出 现 D 型 氨基 酸 。 常 见 的 20 种 氨基 酸 结 构 式 见 表 1.1。 

氨基 酸 分 析 技 术 的 发 展 始 于 1820 年 ,由 Braconnot 最 早 将 甘氨酸 从 白明 胶水 解 物 中 
分 离 出 来 ,但 直到 21 世纪 初 ,用 化 学 方法 或 微生物 方法 测定 氨基 酸 , 仍 是 一 项 持续 数 周 或 
数 月 的 繁琐 的 工作 。 

色谱 技术 的 引入 为 氨基 酸 分 析 打 开 了 一 扇 新 的 大 门 。1941 年 ,Martin 等 运用 色 层 法 
分 析 氮 基 酸 , 主要 采用 乙酰 化 氨基 酸 在 硅胶 柱 上 或 滤纸 上 半 定 量 ; 随 后 ,Moore、\Stein 应 用 
离子 交换 柱 直接 分 离 游 离 的 氨基 酸 ,在 1958 年 ,Spackman Stein Moore 制造 了 自动 化 
的 氨基 酸 分 析 仪 ,使 氨基 酸 定量 分 析 进 入 了 一 个 思 新 的 阶段 ,至 今 仍 是 经 典 的 方法 。 


第 一 节 ， 氨基酸 组 成 分 析 的 目的 


氨基 酸 是 维持 生物 体 正常 机 能 的 必需 物质 ,氨基 酸 分 析 在 生命 科学 ,制药 、 食 品 、 饲 料 
和 临床 检验 等 领域 具有 非常 重要 的 意义 。 现 代 分 离 提纯 技术 的 发 展 使 蛋白 质 操作 微量 
化 ,但 也 给 定量 带 来 了 困难 ,一 般 很 难 通 过 常规 的 称 量 或 测 蛋白 质 溶液 在 280nm 的 光 吸 
收 值 来 准确 定量 蛋白 质 。 所 以 ,如 果 在 蛋白 质 酶 解 或 测序 前 , 取 蛋 白质 样品 的 一 部 分 进行 
氨基 酸 组 成 分 析 ,根据 结果 便 可 以 推算 出 蛋白 量 的 可 靠 值 。 另 外 ,在 蛋白 质 测序 中 有 时 遇 
到 测 不 出 结果 的 情况 ,一 种 可 能 是 蛋白 质 的 N 端 封闭 , 另 一 种 可 能 则 是 样品 本 身 不 是 蛋 
白质 或 绝 大 部 分 是 非 蛋 白质 物质 ,解决 这 个 问题 的 很 好 途径 便 是 做 氨基 酸 组 成 分 析 以 确 
定 样品 的 成 分 。 

除了 蛋白质 研 究 和 重组 蛋白 需要 测定 氨基 酸 组 成 外 ,医学 上 也 需要 测定 血液 或 各 种 
体液 中 的 游离 氨基 酸 。 


第 二 节 “蛋白 质 的 水 解 方法 


氨基 酸 分 析 的 第 一 步 是 将 蛋白 质 或 多 肽 水 解 ,常规 方法 是 采用 $.7molAL 盐酸 在 真 
空 状 况 下 于 110 水解 24h, 也 有 在 150C 下 快速 水 解 90mint21]。Woodword[3] 等 人 提议 用 
微波 辐射 法 (20 一 2Smin,150T ) 来 水 解 蛋 白质 和 多 肽 。 如 果 是 测定 生理 样品 中 的 游离 所 
基 酸 ,在 样品 预 处 理 时 主要 是 通过 强酸 有 机 溶剂 . 盐 析 .加热 . 超 滤 和 预 柱 等 方法 将 大 分 
子 蛋 白质 除去 ,评价 除去 和 蛋白质 方法 的 有 效 性 应 从 去 除 蛋白 质 效果 和 待 分 析 样 品 的 回收 
两 方面 来 评价 。 
二 
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我 们 实验 室 目前 采用 的 是 气相 水 解法 ,操作 简便 ,样品 的 损失 小 ,回收 高 。Steinl41 在 
1987 年 提出 气相 水 解法 ,而 后 Waters 公司 有 商品 化 仪器 (水 解 工作 台 ) 出 售 ( 图 3.1a)。 
将 100 一 500pmol 的 蛋白 质 或 肽 转移 到 水 解 指 管 中 ( 图 3.1b) 冷 冻 抽 于, 在 水 解 反应 器 中 
(图 3.1b) 加 入 5.7molL 盐酸 200 风 , 含 2% 葵 酚 ( 加 /V) ,将 指 管 置 于 反应 器 中 , 抽 真 空 并 
充 氮气 反复 三 次 (图 3.1c, 真 空 控制 也 是 实验 重复 性 的 一 项 重要 因素 )110Y 保温 22h。 其 
中 ,苯酚 是 作为 一 种 抗 氧 化 剂 来 防止 半 胱 氨 酸 (Cys) 和 甲 硫 氨 酸 (Met) 的 氧化 。 如 果 遇 到 
一 些 不 易 裂 解 的 肽 键 ,如 Val 一 Val,lle 一 Leu 等 ,水 解 时 间 可 适当 延长 至 72h, 但 长 时 间 水 
解 会 部 分 破坏 含 羟基 的 氨基 酸 [ 丝 氨 酸 (Ser) , 苏 氨 酸 (Thr) , 酷 氮 酸 (Tyr) ]。 
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图 3.1 氮 基 酸 水 解 工作 人 台 
a. 水 解 台 : 高 温水 解 室 (1); 温 度 指 示 (2) ;真空 表 (3) ;真空 操 
作 部 位 (4) ;开关 (5); 冷 颈 (6)。b. 水 解 指 管 (7) 和 水 解 反应 
器 (8)。ec. 真空 操作 部 位 : 通 氮 (9); 真 空 (10)。d. 水 解 室 可 
容纳 4 个 水 解 反 应 器 


影响 氨基 酸 分 析 结 果 的 三 大 因素 是 :水 解 、 衍 生 、 色 谱 。 水 解 是 第 一 步 ,水 解 的 完全 与 
否 对 结果 影响 很 大 。 在 我 们 实验 中 采用 一 些 标准 蛋白 质 , 如 细胞 色素 c(Cyt c) 核糖 核酸 


。 才 7 。 





酶 (RNase) 或 胰岛 素 (insulin) 为 标 样 进 行 水 解 . 衍 生 和 色谱 分 析 来 计算 回收 ,从 而 考验 蛋 
白质 分 析 的 可 靠 程 度 和 评价 方法 的 适用 性 。 


表 3.1 一 些 标准 蛋白 质 的 氨基 酸 组 成 分 析 
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x 未 作 任何 处 理 。 


但 由 于 各 种 蛋白 质 含 有 的 氨基 酸 多 少 不 同 , 并 且 每 一 种 氨基 酸 的 量 也 不 一 样 ,有 的 氨 
基 酸 含量 可 多 到 十 几 个 ,有 的 氨基 酸 含量 只 有 1 一 2 个 ,这 影响 到 氨基 酸 的 回收 。 生 物 应 
用 公司 曾 设计 过 一 种 "测试 肽 ", 即 人 工 合成 18 种 不 同 氨基 酸 的 肽 ( 除 Gln .Asn 外 六 这 样 
每 种 馆 基 酸 出 现 的 频率 都 是 1, 用 此 肽 来 校正 回收 ,看 来 机 会 均等 ,是 一 种 可 以 采纳 的 方 
法 。 我 们 也 对 合成 此 肽 作 了 尝试 ,但 在 实际 样品 中 ,不 太 可 能 出 现 这 种 理想 情况 。 
测试 肽 的 结构 : 


了 HH-Cys-Pro-Asp-Phe-Gly-His-Ile-Ala-Met-Glu-Leu-Ser-Val-Arg-The-Trp- Lys-Tyr-OH 
第 三 节 特殊 氨基 酸 的 保护 和 定量 


不 同 条 件 下 ,各 种 氨基 酸 的 回收 有 所 不 同 ,但 色 氨 酸 均 遭 破坏 ,通常 解决 方法 有 以 下 
5 种 。 


1. 水 解 酸 中 加 添加 剂 


这 些 添 加 剂 包括 琉 基 乙酸 员 0 和 B- 药 基 乙 醇 [5] ,我 们 通过 实验 认为 液 相 水 解 时 加 入 莹 
基 乙 醇 对 色 氮 酸 保护 效果 较 好 , 色 氮 酸 的 回收 可 达 80% 。 有 报道 Perkin-_Elmer 公司 针对 
其 产品 ABI 420A 的 特点 ,推出 试剂 十 二 烷 基 硫 醇 [9 ,专门 保护 色 氨 酸 , 据 称 回收 率 达 
97% ,但 由 于 其 试剂 是 滴 在 加 样 孔 的 砂 芯 玻 璃 上 使 其 在 水 解 时 造成 一 种 还 原 环境 来 保护 
色 氮 酸 的 ,只 适用 在 该 公司 特定 的 仪器 上 ,不 能 在 其 他 仪器 上 推广 。 
人 








2. 有 机 酸 


3molL 琉 基 乙 磺 酸 (mercaptoethanesulfonic acid ) [或 4molAL 甲 磺 酸 (methane-sul- 
fonic acid)l8] 在 水 解 时 对 色 氮 酸 有 一 定 的 保护 作用 。 


3. 碱 
用 氢 氧 化 钠 ! 和 和 氢 氧 化 饥 4101 代 蔡 酸 水 解 ,可 保护 色 氮 酸 不 被 破坏 。 
4. 酶 


蛋白 酶 水 解法 有 时 也 有 应 用 ,其 优点 是 条 件 温和 ,对 天 冬 酰胺 和 谷 氨 酰胺 及 色 氮 酸 均 
无 破坏 作用 ,但 酶 水 解法 往往 不 完全 ,必须 用 酸 水 解法 校正 。 


5. 光谱 法 


分 光 光 度 法 40 和 二 阶 微分 光谱 法 523 可 测定 色 氨 酸 , 前 者 应 用 较 早 , 在 蛋白 质 分 子 
中 ,如 不 含 胱 氨 酸 和 其 他 有 干扰 的 发 色 基 团 的 氨基 酸 ,根据 其 在 6molLL 盐酸 县 的 中 性 溶 
液 中 的 紫外 吸收 ,测定 色 氮 酸 和 酷 氨 酸 的 含量 ,此 经 验 公式 只 适用 于 色 氢 酸 对 酷 氨 酸 的 比 
值 为 0.2 一 1 时 的 情况 。 后 者 常 被 用 来 确定 蛋白 质 中 芳香 族 氨基 酸 的 含量 ,计算 公式 复 
杂 。Hewlett Packard 公司 推出 的 DAD 检测 器 配合 其 化 学 工作 站 软件 ,能 较 方 便 地 在 线 
检测 并 定量 肽 段 中 的 色 氮 酸 。 

虽然 蛋白 质 和 多 肽 的 氨基 酸 分 析 法 对 大 多 数 氨基 酸 是 快速 、 准 确 和 灵敏 的 ,但 在 半 胱 
氨 酸 定量 时 仍 遇 到 很 大 困难 ,解决 这 个 问题 的 途径 有 两 种 ,一 种 是 还 原 烷 化 法 , 另 一 种 是 
氧化 法 。 
(1) 还 原 烷 化 法 [8] 

产生 能 抗 水 解 的 半 胱 氨 酸 衍生 物 。 烷 化 试剂 包括 4 -乙烯 吡啶 和 碘 代 乙酸 。 但 这 些 方 
法 有 缺点 ,为 了 确保 试剂 接近 和 琉 基 ,还 原 和 氧化 通常 在 变性 剂 存 在 下 进行 ,多 余 试剂 和 变性 
剂 要 用 HPLC 沉淀 法 或 透析 去 除 ,每 一 步 都 可 能 造成 样品 的 损失 ,特别 是 对 于 小 肽 和 微量 
样品 ,而 且 烷 化 反应 如 果 不 仔细 控制 条 件 , 可 能 导致 半 胱 氨 酸 以 外 其 他 残 基 的 衍生 。 

(2) 氧化 法 

氧化 反应 被 用 来 转化 半 胱 氨 酸 和 胱 氨 酸 成 为 半 胱 磺 酸 ,过 甲酸 [3 氧化 反应 的 缺点 是 
它 会 影响 其 他 氨基 酸 特 别 是 甲 硫 氮 酸 会 转变 成 甲 硫 氨 酸 硕 , 酷 氨 酸 会 降解 。 为 克服 这 一 
缺点 ,必须 准备 能 分 析 两 次 的 样品 量 ,一 次 提供 半 胱 氨 酸 数据 , 另 一 次 则 提供 其 他 氨基 本 
的 组 成 数据 。 

Barkholt 和 Jensen 提出 使 用 二 琉 基 化 合 物 ( 如 DIDPA、DTDBA) 作 为 酸 水 解 步骤 中 的 
保护 剂 ,他 们 发 现 半 胱 氨 酸 和 这 些 化 合 物 形成 稳定 的 衍生 物 , 是 一 种 双 琉 基 混 合 物 ,衍生 的 
半 胱 氢 酸 残 基 能 通过 离子 交换 层 析 与 其 他 氨基 酸 分 离 , 并 用 柱 后 衍生 法 检测 到 。 二 莹 基 试 
剂 对 其 他 氨基 酸 无 影响 ,样品 只 须 稍 加 处 理 , 通 常 取 溶解 于 0.2molLL 氢 氧 化 钠 中 的 1% 
DIDPA 20 风 ,与 1 一 Snmol 蛋白 质 反 应 ,再 用 20 岂 异 两 醇 淋 洗 管 壁 , 抽 于 后 水 解 。 

但 以 上 两 种 试剂 在 分 析 PTC-AA 时 常会 干扰 层 析 谱 图 。Hoogerheidel15] 等 通过 改变 
二 和 药 基 二 酸 的 链 长 度 而 改变 衍生 物 在 层 析 谱 图 中 的 位 置 ,发 现 了 另 一 种 半 胱 氨 酸 保护 

。49 。 


剂 一 -DTDGA, 同 时 他 们 认为 ,无 论 是 气相 水 解 还 是 液 相 水 解 ,二 一 基 二 酸 必须 直接 接触 
样品 ,否则 衍生 物产 率 下 降 , 导 臻 半 胱 氨 酸 定量 不 准 。 


第 四 节 和 氢 基 酸 组 成 原 位 分 析 


如 果 蛋 白质 样品 采用 电泳 法 (如 SDS-PAGE) 分 离 , 则 很 难 从 凝 胶 中 洗 脱 下 来 ,可 采用 
电 印 迹 法 把 样品 转移 到 PVDF 膜 上 ,然后 在 PVDF 膜 上 直接 进行 盐酸 水 解 和 氨基 酸 分 
析 , 称 之 为 原 位 (im sitx ) 分 析 。 因 为 通常 所 用 聚 丙烯 酰 胺 凝 胶 分 离 系统 中 含 大 量 甘氨酸 
和 Tris 盐 , 易 干扰 氢 基 酸 原 位 分 析 , 故 改 用 CAPS 缓冲 系统 以 减少 影响 。 另 外 ,在 膜 上 做 
氨基 酸 组 成 分 析 时 可 以 做 一 个 空白 对 照 ,具体 操作 时 将 含 蛋白 条 带 的 PVDF 膜 割 下 , 另 
取 一 条 相同 面积 的 转移 膜 作 为 空白 ,分 别 置 于 水 解 指 管 中 , 加 入 70 风 含 7%( 双 ZXZV) 莹 基 
乙酸 的 6molLL 盐酸 以 防止 抽 真 空 时 膜 片 的 漂 出 ,将 水 解 指 管 放 和 人 水 解 反应 器 中 ,在 反应 
器 底部 加 入 200Al 含 7% 琶 基 乙 酸 的 6molLL 盐酸 ,110Y 真空 水 解 24h, 水 解 结束 后 用 
200l 含 30% 甲 醇 的 0.1molML 盐酸 反复 三 次 将 氨基 酸 从 PVDF 膜 中 抽 提 出 来 ,以 便 进 行 
下 一 步 的 分 析 。 


第 五 节 衍生 方法 及 原理 


从 衍生 角度 看 ,氨基 酸 分 析 可 以 分 为 柱 后 反应 法 和 柱 前 衍生 法 两 大 类 。 前 二 种 方法 
是 将 游离 氨基 酸 经 过 色谱 柱 分 离 后 ,各 种 氨基 酸 再 与 显 色 剂 ( 茹 三 酮 .荧光 胺 、 邻 苯 二 甲 
醛 ) 作 用 ,这 种 方法 比较 稳定 ,对 样品 预 处 理 要 求 低 ,容易 定量 和 自动 化 操作 ,不 足 之 处 在 
于 检测 灵敏 度 不 高 (100pmol 以 上 ) ,分 析 时 间 长 (蛋白 质 水 解 液 需 1h 而 某 些 生理 样品 则 
需 4h 以 上 )。 另 一 种 方法 是 将 氨基 酸 和 化 学 耦 联 试剂 先 反应 生成 氨基 酸 的 衍生 物 ,然后 
再 用 色谱 柱 将 各 种 衍生 物 分 离 , 直接 检测 衍生 物 的 光 吸 收 或 荧光 发 射 , 此 法 可 检测 
OPA-、 PTC-、 PTH- DABS- .Dansy- 和 DABTH- 氮 基 酸 ,分 析 灵 敏 度 高 ,可 利用 HPLC 进行 
氨基 酸 分 析 ,缺点 是 有 的 衍生 物 不 稳定 ,衍生 试剂 可 能 干扰 氨基 酸 检 测 。 

以 下 是 几 种 常见 的 氨基 酸 分 析 方法 。 
(1) 节 三 酮 法 

MecCaldin 曾 详细 研究 了 蔓 三 酮 与 氨基 酸 反应 的 机 理 ,Spackman 等 人 最 早 将 茹 三 酮 斌 
剂 运用 到 氨基 酸 组 成 分 析 上 。 离 子 交 换 层 析 后 ,各 种 氨基 酸 与 草 三 酮 反应 形成 紫色 化 合 
物 ,最 大 光 吸 收 在 570nm ,摩尔 消 光 系 数 2x 104, 节 三 酮 和 二 级 腕 ( 且 氨 酸 和 羟 且 氨 酸 ) 形 
成 黄色 产物 ,在 440nm 检 出 ,摩尔 消光 系数 3Xx103。 
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目前 此 法 的 灵敏 度 可 达 100pmol, 但 节 三 酮 试剂 易 氧 化 ,必须 隔绝 空气 避 光 保存 , 试 
剂 本 身 黏 性 大 ,需要 有 个 柱 后 混合 器 才能 与 氨基 酸 充分 反应 ,对 仪器 要 求 较 高 。 
(2) 柱 后 荧光 胺 法 

20 世纪 70 年 代 合 成 了 荧光 胺 , 它 能 在 室温 下 迅速 和 一 级 胺 发 生 反应 ,其 荧光 产物 的 
激发 波长 Ex390nm, 发 射 波长 Em475nm。 次 级 胺 可 以 用 N-Chlorosuccinimide (NCS) 氧 化 
生成 相应 的 初级 胺 后 再 与 荧光 胺 反应 而 检 出 :161。 


ee 


COOH 


荧光 胺 一 级 胺 荧光 产物 


(3) 邻 菜 二 甲醛 (OPA) 法 

OPA 最 早 是 被 作为 柱 后 衍生 试剂 而 引进 的 ,后 来 也 逐渐 应 用 于 柱 前 反应 中 。OPA 能 
在 还 原 剂 琉 基 乙醇 存在 下 和 一 级 胺 产生 具有 很 强 荧光 的 异 呀 唆 衍 生物 ,反应 迅速 ,在 室温 
下 lmin 即 可 完成 ,反应 络 合 物 的 Ex340 ~ 360nm, Em45S$nm, 灵敏 度 比 节 三 酮 法 高 ,在 
OPA 中 加 入 SDS 或 表面 活性 剂 Brij-35 ,不 但 能 提高 赖 氨 酸 和 凑 赖 氨 酸 的 稳定 性 ,而 且 能 
提高 它们 的 荧光 度 。 缺 点 是 不 能 检测 次 级 氨基 酸 , 但 可 用 稀 的 Na-hypochloriteL271 在 碱 性 
条 件 下 氧化 成 相应 的 一 级 胺 ,然后 再 与 OPA 反应 。 
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OPA 和 个 MOC 作为 柱 前 衍生 剂 能 同时 与 一 级 胺 和 二 级 胺 反应 ,室温 下 只 需 几 分 钟 ， 
Hewlett Packard 公司 改 用 和 斑 基 两 酸 (3-MPA)081 代 替 琉 基 乙 醇 。 由 于 3-MPA 的 加 入 , 异 
时 | 唆 衍 生物 疏水 性 降低 ,使 出 峰 时 间 提 前 ,过 量 的 FMOC 及 其 分 解 产物 的 出 峰 时 间 在 最 
后 ,被 洗 脱出 的 次 级 氨基 酸 之 后 ,不 干扰 分 析 结 果 。 

(4) PTC-AA 分 析 法 

属 柱 前 衍生 法 , 源 于 Edman 降解 法 测定 蛋白 质 的 一 级 结构 。 异 硫 氰 酸 茶 酯 (PITC) 
能 在 碱 性 条 件 下 和 氨基酸 反应 ,生成 PTC-AA, 此 法 分 析 灵 敏 度 和 荧光 胺 `.OPA 的 荧光 法 
相同 ,优点 是 能 同时 检 出 初级 和 次 级 氨基 酸 , 在 234nm 检 出 ,缺点 是 操作 繁琐 ,水 和 盐 的 
副 反 应 敏感 ,要 求 较 高 的 操作 技术 。 
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($) Dansyl-Cl 法 
能 与 所 有 氨基 酸 柱 前 反应 形成 高 稳定 性 的 荧光 产物 ,但 反应 耗 时 。 


CH CH 全 CH 
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(6) Dabsyl-Cl 法 

灵敏 度 是 DansyL-Cl 法 1 ,但 由 于 反应 产生 有 色 衍 生物 ,能 方便 地 在 234nm 和 
42Snm 处 用 紫外 检测 。 有 报道 用 DABITC 代替 DabsyL-Cl, 反 应 产生 DABTH-AA, 在 酸性 
环境 中 显 红色 , 易 在 254nm,269nm 和 436nm 检测 。 


第 六 节 测定 氨基 酸 组 成 的 实验 步骤 


目前 各 大 公司 如 Beckman,Hewlett Packard,Perkin Enar sa 等 都 有 各 自 的 将 自 
动 进 样 、 氨 基 酸 分 析 和 定量 报告 联 为 一 体 的 商品 化 氨基 酸 自动 分 析 仪 出 售 , 下 面 介 绍 几 种 
我 们 实验 室 测 定 氨基 酸 组 成 的 方法 。 


一 、OPA 法 


称 取 $.0mg OPA 溶 于 0.tml 甲醇 中 ,加 入 $0 岂 琉 基 乙醇 ,用 0.2mol[L pH 9.5 的 硼 

酸 缓冲 液 稀释 至 1.0ml。 通 氮气 并 避 光 保存 ,每 隔 2d 加 入 $ 岂 琉 基 乙醇 以 维持 其 强度 ,此 

OPA 反应 试剂 能 用 2 一 3 周 。 取 10Ml 标准 氨基 酸 混合 液 (50 一 100pmol) 或 样品 水 解 液 , 加 

10Ml pHo9.5 的 硼酸 缓冲 液 ( 内 含 2%SDS 和 100pmol -氨基 丁 酸 ) ,然后 加 入 10wl OPA 试 
ee SS 。 





剂 ,混合 均匀 ,反应 lmin 后 再 加 入 20 岂 0.1molL 的 KHPO4 中 止 反 应 ,并 立即 取 20 岂 注 
入 RP-HPLC 柱 进行 分 析 。 

仪器 为 Beckman 344 HPLC 仪 , 反 相 柱 RP-18(250mmx 4.6mm) ,荧光 检测 器 。 

流动 相 :A:S0mmolLL 乙酸 缓冲 液 pH6.8: 甲 醇 :THF=80:19:1 

B:S0mmolLL 乙酸 缓冲 液 pbH6.8: 甲 醇 =20:80 

梯度 条 件 是 :Smin,10%B;10min,15%B;20min,10%B;2$min,15%B;3Smin,S0%B; 
50min,90%B;S$min,100%B。 

我 们 实验 室 曾 报道 过 用 乙醇 代替 剧 毒 的 乙 且 或 甲醇 作为 有 机 相 来 定量 分 析 氢 基 酸 ， 
灵敏 度 可 达 10pmoll19] 。 
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3.2 OPA 法 柱 前 衍生 法 分 析 氨 基 栈 
各 种 氨基 酸 衍 生物 均 为 40 pmol 


二 、PTC-AA 法 


氨基 酸 或 样品 在 Eppendorf 管 中 真 空 干燥 后 溶解 在 S0Ml 耦 联 试剂 (乙醇 :三 乙 胺 :水 
=7:1:1) 中 。 此 溶液 在 旋转 真空 干燥 后 再 次 溶解 于 5$0l 耦 联 试剂 中 ,然后 加 入 2 品 
PITC, 反 应 混合 物 在 2S 下 保温 1Smin, 再 次 旋转 真空 干燥 , 真空 度 (1.3 一 13Pa)。 如 此 
生成 的 PTC-AA 溶解 在 适量 流动 相 A 中 , 取 一 部 分 上 柱 定 量 分 析 !201 。 

仪器 为 Beckman Gold System HPLC 仪 , 反 相 柱 RP-18(250mmX4.6mm) 或 PTH- 柱 ， 
2$4nm 检测 。 

流动 相 :A:S0mmolA 乙酸 钠 ,pH 6.8 

四 S3 四 





B:S0mmolML 乙酸 钠 ,pH6.8: 乙 且 =5S0:50 
HPLC 柱 采用 水 浴 夹 套 40 双 恒温 ,并 用 5% 流 动 相 了 平衡。 梯度 条 件 是 :0min,35%B; 
smin,5% 一 15%B;10min,15$%B;30min,1$% 一 60%B;35min,60%B;40min,60% 一 5% 
B。 沪 速 是 1mlMmin。 


Val 
Met 
Jle 
27.1227 49 Leu 
Phe 
Reagent impurity 
3 下 55 


29.48 


55 85 ys 
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图 3.3 PTC - 毛 基 酸 图 谱 
各 种 PTC-AA 100 pmole,254nm 检 出 ,0.010 AUFS 


二 、 攻 三 柄 法 


水 解 后 氨基 酸 样品 溶解 于 Na- SS 样品 稀释 液 中 , 取 100l 上 样 分 析 , 实 际 进 样 量 50ml 
(100pmol 一 Snmol， 均 呈 线性 ) 。 
仪器 :Beckman 6300 氨基 酸 分 析 仪 。 


流动 相 :Na-E 0.00min 温度 :0.00min 48C 
Na-D 27.80min 11.8min 6S 
Na-F 39.00min 325STUNE7TAC 
Na-R 76.00min 50.0min 48 忆 


Na-E 77.00 一 90.00min 
流速 : 缓冲 液 14mlh 
草 三 酮 7mlh 
图 3.4 中 除 常 见 的 18 种 氨基 酸 (Asn 和 Gln 转变 成 相应 的 Asp 和 Glu) 外 ,还 有 碘 代 
乙酸 还 原 Cys 形成 的 羧 甲 基 半 胱 氨 酸 (CM 一 Cys) ,过 甲酸 氧化 Cys 形成 的 磺 基 两 氨 酸 
(cysteic acid,CA)。 在 此 系统 中 ,我 们 观察 到 Thr 一 PO; ,Ser 一 PO; ,Tyr 一 PO; 在 溶剂 前 沿 
出 现 , 难 以 分 离 。 这 是 由 于 亲 水 性 太 强 的 关系 ,用 毛细 管 电 泳 则 可 将 这 三 种 磷酸 化 的 氨基 
酸 分 开 ( 人 参见 第 十 一 章 )。 
ae S4 四 
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图 3.4 “ 划 三 酮 柱 后 法 分 析 氨基 酸 
、 氨 基 酸 直接 分 析 法 


最 近 美 国 公司 推出 的 氮 基 酸 直接 分 析 法 是 基于 阴离子 交换 分 离 ,积分 脉冲 安培 检测 。 
流动 相 由 氢 氧 化 钠 和 乙酸 钠 溶液 组 成 :2 。 


第 re 络 dwwne 江 


影响 氨基 酸 分 析 准 确 性 和 重复 性 的 因素 有 三 个 :一 是 样品 的 水 解 。 水 解 时 间 水 解 温 
度 真空 度 、 样 品 是 否 被 氧化 等 ,都 影响 实验 的 结果 ;二 是 氨基 酸 的 有 效 的 簿 生 情 况 ; 三 是 
氮 基 酸 色 层 分 离 好 坏 。 不 同样 品 采用 不 同 的 分 析 方 法 ,生理 样品 含有 30 一 50 种 氨基 酸 ， 
用 离子 交换 色谱 柱 后 衍生 法 比较 合适 ,天然 氨 基 酸 、 合 成 多 肽 样品 的 氨基 酸 测定 多 采用 反 
相 色 谱 柱 前 衍生 分 析 方 法 。 食 品 和 饲料 中 氮 基 酸 分 析 采 用 上 述 两 种 方法 均 可 。 因 为 反 相 


表 3.2 一 些 分 析 方 法 的 比较 


试剂 反应 时 间 。 灵 人 敏 度 0 备注 


稳定 性 酸 检测 
划 三 酮 1 一 2min > 之 100pmol 稳定 能 经 典 的 氨基 酸 分 析 法 
荧光 胺 少 于 1s 100pmol(FLD) 稳定 不 能 适用 于 肽 类 分 析 
OPA lmin 150fmol(FLD) 不 稳定 不 能 反应 迅速 ,灵敏 度 高 
EL Smin Spmol 较 稳 定 能 需要 样品 比较 纯净 
DansyL-Cl 60min Spmol(FLD) 稳定 能 与 碱 性 氨基 酸 反应 产生 多 种 衍生 物 
DabsyL-Cl 60min 25pmol 稳定 能 与 氨 反 应 会 干扰 甲 硫 氨 酸 的 分 析 


人 1 





色谱 柱 前 衍生 法 具有 快速 和 灵敏 的 特点 ,在 药物 和 手 性 氨基 酸 的 分 析 中 同样 也 获得 三 泛 
的 应 用 。 几 种 氮 基 酸 分 析 法 各 有 利弊 ( 表 3.2) ,实验 者 应 根据 自己 的 实际 情况 ,如 精确 
性 方便 性 、 经 济 性 等 来 选择 合适 的 方法 。 
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第 四 章 和 蛋白质 和 多 肽 的 氨基 酸 序列 测定 


蛋白 质 和 多 肽 是 由 20 种 氨基 酸 按 照 一 定 的 顺序 通过 肽 键 连接 成 一 长 链 , 然 后 通过 链 
内 、 链 间 的 离子 键 . 玻 水 作用 等 多 种 作用 力 进行 折 麦 卷曲 形成 一 定 的 构象 并 发 挥 其 独特 
作用 。 氮 基 酸 的 排列 顺序 即 蛋白 质 的 一 级 结构 决定 了 蛋白 质 的 高 级 结构 及 功能 。 因 此 ， 
测定 蛋白 质 的 氨基 酸 序列 是 进行 蛋白 质 结构 功能 研究 中 不 可 缺少 的 部 分 。 另 外 ,蛋白 质 
一 级 结构 的 信息 也 有 助 于 对 其 基因 结构 的 研究 。 

目前 ,进行 蛋白 质 序列 测定 有 两 个 关键 步 又, 即 : 中 氨基 酸 残 基 一 个 一 个 依次 从 蛋 昌 
质 和 多 肽 的 末端 切割 下 来 ;GO 正确 鉴定 每 次 切割 下 来 的 氮 基 酸 残 基 。 其 中 第 一 步 可 采用 
化 学 法 或 酶 法 进行 裂解 。 由 于 化 学 法 较 之 酶 法 具有 裂解 率 高 .易于 自动 化 .耗费 少 等 诸多 
优点 ,被 蛋白 质 化 学 实验 室 普 遍 采 用 ,可 以 从 蛋白 质 和 多 肽 的 N 端 进行 裂解 ,也 可 以 从 C 
端 进行 分 析 。 第 二 步 通 党 是 在 氨基 酸 残 基 上 衍生 了 一 个 生 色 基 团 ,通过 高 效 液 相 色谱 进 
行 分 离 分 析 。 

本 章 将 就 蛋白 质 和 多 肽 的 N 端 `C 端 氨基 酸 序列 分 析 的 原理 和 方法 、 进 行 序列 分 析 
前 蛋白 质 和 多 肽 样品 的 准备 作 一 介绍 。 


第 一 节 N 端 分 析 原 理 
一 草 联 


蛋白 质 和 多 肽 的 自由 -氨基 经 与 异 硫 氰 酸 苯 酯 (PITC) 试 剂 耦 联 后 ,与 其 紧邻 的 第 
二 个 残 基 的 键 合力 大 大 减弱 ,很 容易 断裂 。 


2 
NSSNcx 和 9 N SH 
NS 三 甲 腑 (催化 ) 中 邮 CE 
1 9 通 : NH 及) 
浊 2 
HN SO HN SO 
BA R， 
异 硫 氰 酸 葵 酯 蛋白 质 PTC- 蛋 白质 
Sn 要 解 


在 无 水 条 件 下 酸 裂解 ,仅仅 切 下 反应 的 那个 残 基 。 紧 挨 的 第 二 个 氨基 酸 残 基 暴 露出 
自由 的 -氨基 ,又 可 与 PITC 进行 耦 联 反应 。 
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四 、PTH- 握 基 酸 的 鉴定 


可 以 通过 薄 层 层 析 气相 色谱 ,高 效 液 相 色 谱 及 质谱 等 各 种 手段 进行 分 析 。 近 年 来 由 于 
高 效 液 相 色 谱 技 术 具有 分 析 速 度 快 . 灵 敏 度 高 定性 定量 准确 等 诸多 优点 ,并 且 仪器 自身 结 
构 也 日 经 完善 ,被 广泛 应 用 于 PTH-_ 氨基 酸 的 鉴定 。 通 常 选 用 C_ 18 反 相 柱 进行 分 离 。 


第 二 节 N 端 蛋 白质 序列 仪 


自 20 世纪 70 年 代 初 自动 序列 仪 诞 生 以 来 ,经 过 了 一 系列 更 新 换代 ,仪器 日 趋 灵敏 、 
快速 ,下面 就 其 中 几 种 代表 性 的 仪器 作 一 简介 。 


一 、 液 相 旋 转 杯 床 列 仪 


这 是 最 初 的 目 动 化 仪器 。 整 个 仪器 的 “核心 "部 分 是 一 个 反应 杯 , 它 由 一 个 马达 带动 
并 有 调 速 控制 。 蛋 白质 或 多 肽 样品 经 溶解 后 ,通过 一 根 导管 注入 反应 杯 中 ,样品 随 着 旋转 
的 离心 力 被 均匀 地 涂 在 杯 壁 上 ,形成 一 层 薄 膜 ,其 厚薄 可 由 转速 控制 。 反 应 的 试剂 和 溶剂 
分 别 通过 导管 进入 反应 杯 ,与 杯 内 薄 层 上 的 样品 的 N 端 自由 氨基 进行 Edman 反应 ;降解 
下 来 的 ATZ 氨基酸 衍生 物 通过 另 一 导管 引出 并 收集 ,再 将 ATZ 氨基 酸 转换 成 PTH 氢 基 
酸 后 进行 鉴定 ,依次 循环 分 析 。 此 仪器 由 于 消耗 的 样品 量 多 ,目前 在 蛋白 质 化 学 实验 室 已 
很 少 使 用 。 

S8 。 








一 、 国 相 厅 列 分 析 仪 


由 于 一 些小 肽 或 玻 水 性 多 肽 ,不易 吸 附 在 一 般 支 持 物 上 (如 旋转 杯 ) ,只 得 将 它们 共 价 固 
定 在 惰性 载体 后 进行 Edman 化 学 降解 反应 。 固 相 测序 的 优点 是 样品 共 价 结合 后 ,不 会 在 有 
机 溶剂 洗涤 、 抽 提 等 过 程 中 丢失 ,因而 可 以 增加 循环 次 数 。 其 缺点 是 共 价 结合 不 外 乎 通过 氮 
基 或 羧基 与 载体 上 的 活性 基 团 作用 ,蛋白 质 和 多 肽 中 的 谷 氨 酸 、 天 冬 氮 酸 、 赖 氨 酸 等 含有 除 
a- 氮 基 或 -羧基 以 外 氮 基 或 羧基 的 氢 基 酸 残 基 将 结合 在 载体 上 ,不 能 正确 鉴定 。 


二 、 气 相 序 列 仪 


自动 化 蛋白 质 序列 仪 刚 问世 时 ,需要 样品 量 为 1 一 2mg。1978 年 Tarr 等 将 一 种 四 级 
铵 盐 聚 合 物 “polybrene" 引 入 了 蛋白质 多肽 的 序列 测定 , 它 能 和 肽 链 中 的 极 性 基 团 作用 
( 非 共 价 键 合 ) 而 将 和 蛋白质 和 多 肽 有 效 地 固定 在 玻璃 纤维 支持 膜 上 ,防止 了 萃取 时 样品 的 
损失 。 为 了 适应 分 子 生 物 学 对 和 蛋白质 微 量 分 析 的 要 求 ,20 世纪 80 年 代 初 , Hewick 及 
Hunkpillar 等 人 改进 了 自动 化 和 蛋白质 序列 仪 中 的 仪器 结构 , 它 用 弹 简 型 玻璃 反应 室 ( 内 部 
体积 约 0.0$ml) 代 替 了 液 相 序列 仪 中 的 旋转 玻璃 杯 , 用 polybrene 固定 样品 ,Edamn 降解 
反应 中 有 的 试剂 如 三 甲 胺 以 气体 方式 输送 ,其 他 试剂 以 流动 或 液 相 脉冲 方式 输送 。 此 仪 
器 较 之 以 前 几 种 序列 仪 具 有 以 下 明显 优点 : 

外 灵敏 度 高 ,耗费 样品 量 少 , 通 滑 仅 需 S0 一 100pmoli 

@ 试 剂 和 溶剂 消耗 少 , 大 约 是 液 相 序列 仪 的 1Z10 ,降低 了 费用 ; 

@ 缩 得了 每 步 降 解 循 环 时 间 ,提高 了 分 析 效 率 。 

20 世纪 80 年 代 示 又 对 气相 序列 仪 进 行 了 部 分 改进 ,即将 原来 三 氟 乙 酸 以 气体 方式 
输送 改 为 液 相 脉冲 方式 , 称 为 脉冲 液 相 序 列 仪 ,以 适应 不 同样 品 的 分 析 需 要 。 另 外 ,由 于 
载 有 活性 基 团 的 功能 性 PVDF 膜 的 问世 ,蛋白质 和 多 肽 可 以 共 价 固定 在 此 类 膜 上 ,直接 
在 上 述 两 种 序列 仪 上 进行 固 相 序列 分 析 。 

在 这 两 种 序列 仪 中 ,Edman 降解 后 的 PTH - 氛 基 酸 衍 生物 可 及 时 直接 从 转化 腔 中 自 





图 4.1 序列 仪 结 构 示 意图 


的 ,< 


动 输入 高 效 液 相 色 谱 仪 中 进行 PTH -氨基 酸 衍 生物 的 定性 及 定量 分 析 , 这 样 不 仅 快 速 可 
靠 ,而 且 防 止 了 样品 的 损失 。 这 两 台 仪 器 统一 用 电脑 控制 ,包括 化 学 反应 和 分 析 鉴 定 以 及 
数据 的 自动 记录 和 处 理 (图 4.1)。 图 4.2 为 标准 PTH -氨基 酸 的 色谱 分 离 图 。 由 图 可 
见 , 欲 在 20min 内 将 各 组 分 较 好 分 离 , 需 选 择 合 适 的 色谱 条 件 , 表 4.1 列 出 了 各 种 条 件 的 
改变 导致 个 别 组 分 位 置 的 迁移 及 图 谱 的 改善 。 





图 4.2 PTH- 氨 基 酸 色谱 图 
表 4.1 PTH -和 氨基酸 分 离 条 件 的 调整 















改变 下 列 条 件 改变 下 列 条 件 
增加 起 始 B 液 百分比 和 三 增加 入 缓冲 液 浓 度 = 四 二 
E “DMPTU H R PE-Cys 
= 一 降低 A 缓 冲 液 浓度 至 - 一 一 
Q 下 H 及 PE-Cys 
降低 起 始 也 液 百分比 区 过 降低 A 液 pH 值 - 于 
S Q D E 
到 二 增加 和 A 液 pH 值 < 一 
下 D D E 
“ 柱 温 降低 3 一 一 需 更 换 A 液 ( 因 THF 浓度 ”一 和 
DT D 降低 ) Q 四 
柱 温 升 高 3 < 一 ~- 一 
M V P M 
降低 最 终 B 液 百分比 二 一 用 酸 洗 季 可 使 基线 平坦 
I K ]LA 液 中 加 0.5ml 12.5%TMA .也 和民 峰 尖 锐 
增加 最 终了 B 液 百分比 一 > (可 能 需 用 A 液 稀释 来 调节 ”一 < 
了。 H 和 有 R 的 位 置 ) 也 R PE-Cys 





注 : 一 一 为 色谱 峰 迁移 方向 。 
第 三 节 影响 N 端 Edman 反 应 裂解 率 的 因素 


在 测序 中 往往 可 以 发 现 ,即使 N 端 很 均一 的 蛋白 质 (第 一 个 循环 出 现 单个 氨基 酸 残 

基 ) ,经 过 十 几 个 循环 后 背景 明显 不 及 第 一 个 残 基 清 晰 。 这 是 由 于 Edman 反应 是 一 个 化 

学 过 程 , 在 其 耦 联 、 有 裂解. 转化 等 步骤 都 有 可 能 发 生 一 些 副 反 应 ,从 而 影响 最 终 裂解 效率 。 

目前 最 佳 产 率 为 953% 一 98% 。 因 此 ,经 过 50 次 循环 后 ,PTH- 氨基 酸 分 析 谱 中 将 出 现 较 
= > 





多 杂 峰 ,影响 正确 辨认 , 也 就 是 说 对 于 一 般 蛋 白质 最 多 能 分 析 至 N 端 第 50 个 氨基 酸 左 
右 , 欲 知 全 顺序 , 则 需 将 蛋白 质 降 解 成 一 系列 肽 段 分 析 后 再 拼接 。 

对 于 有 些 蛋 白质 由 于 含有 较 多 的 对 Edman 反应 敏感 的 残 基 或 肽 键 ,裂解 效率 将 更 

低 。 表 4.2 列 出 了 在 蛋白 质 和 多 肽 中 容易 发 生 断 裂 的 一 些 肽 键 。 

的 


表 4.2 容易 发 生 断 裂 的 肽 键 NEECETRRE (二 CNEECHEEOEENE 
肽 键 断裂 百分比 /循环 CEF3COOH 
y CFCoO 一 0 一 CH， 0 
AYZ-aa + 
X 一 Ser 一 X 0.1 一 0.15 NGCRECENE 王 
y *oHl 
X = Setrhr 0.35 O  HOH2C ? 
" CF; 一 C 一 NH 一 CH 一 C 一 NH 一 
X 一 Thr 一 X 0.25 一 0.5 并 
， HOHC 0 
和 一 Asp 一 久 <<0.02 NH 一 CH 一 C 一 NH~ 一 


图 4.3 三 氟 乙 酸 造成 的 Ser 和 Thr 的 N 端 封闭 
有 时 循环 至 Ser 和 Thr 时 产 率 突 然 降 低 , 这 是 因为 在 进行 这 两 个 氨基 酸 残 基 分 析 前 
一 个 循环 中 ,三 氛 乙 酸 除 起 裂解 作用 外 ,可 能 与 Ser 和 Thr 上 的 羟基 反应 ,继而 部 分 封闭 


Ser 和 Thr 的 N 端 a- 氮 基 , 见 图 4.3。 
另外 ,丝氨酸 和 苏 氨 酸 的 PIH 衍生 物 也 会 部 分 转化 成 其 他 产物 ,造成 产 率 的 降低 , 见 图 4.4。 
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图 4.4 PTH-Ser 和 PTH-Thr 转 化 成 副 产 物 
四 01 下 





耦 联 试剂 PITC 本 身 也 将 发 生 下 列 副 反 应 ,形成 一 些 “ 杂 质 ”。 

测序 完成 后 ,电脑 将 每 个 循环 的 产 率 处 理 , 得 出 起 始 产 率 (initial yield) 和 重复 产 率 
(repetitive yield) ,其 中 通过 起 始 产 率 可 以 估计 蛋白质 的 真实 含量 ,有 时 可 以 推测 N 端 是 
否 封闭 (和 氮 基 酸 组 成 分 析 测 得 的 含量 相差 甚 远 ) , 而 重复 产 率 则 表明 机 器 是 否 正常 运转 。 
但 是 对 于 纯度 不 够 的 样品 ,上 面 两 项 均 不 具备 实际 意义 。 另 外 ,如 果 和 蛋白 质 或 多 肽 中 含有 
过 多 的 Ser.Thr、Glu、Trp 等 氨基 酸 残 基 , 也 将 降低 这 两 个 数值 。 


第 四 节 测序 前 样品 处 理 
一 号 纯度 攻 定 


宜 采 用 多 种 互补 有 效 的 手段 鉴定 样品 的 纯度 ,如 SDS-PAGE 反 相 HPLC、 毛 细 管 电 
泳 、 阴 离子 或 阳离子 的 FPLC 等 。 


人 替 


可 采用 多 种 有 效 的 脱盐 方法 如 反 相 HPLC \ 凝 胶 过 滤 .透析 ` 超 滤 等 ,但 需 注 意 在 进行 
脱盐 过 程 中 除 需 考 虑 是 否 除 盐 完全 外 ,所 用 试剂 .仪器 乃至 操作 规范 也 必须 是 测序 级 的 ， 
应 尽量 避免 引入 新 的 杂质 。 下 面 介绍 一 种 简便 的 ProSpin 装置 ,尤其 适合 于 普通 实验 室 
对 蛋白 含量 少 的 样品 进行 序列 分 析 前 脱盐 。 

”图 4.5 为 ProSpin 示意 图 ,其 中 在 捅 管 的 底部 

黏附 了 ProBlott PVDF 膜 ( 有 关 ProBlott 膜 见 电泳 

| 一 章 ) , 插 管 插入 套 管 后 ,此 膜 与 分 子 质量 3 000Da 
| 切 册 器 “截留 过 滤 膜 接触 ,再 在 套 管 的 底部 连接 一 离心 管 ， 
| 通过 离心 除去 样品 中 的 缓冲 盐 , 去 拍 剂 及 其 他 小 分 
子 杂 质 ,也 可 以 在 套 管 下 放 一 海绵 (接触 滤 膜 ) ,将 

一 括 管 个 置 上 述 小 分 子 物 质 随 水 分 一 起 吸 去 。 然 后 将 插 管 倒 





置 , 用 切割 器 取 下 吸附 有 蛋白质 的 膜 片 (ProSpin 和 
切割 器 由 Perkin-Elmer 公司 提供 ,并 附 详 细 操 作 步 
又 )。 对 于 特别 稀少 的 样品 可 将 切 下 的 膜 片 分 割 成 


几 部 分 ,分 别 进行 测序 .氨基酸 组 成 分 析 、 肽 谱 分 析 
等 工作 ,其 中 每 部 分 约 需 S0pmol。 
二 、 统 基 修 饰 方法 
1. 丙烯 酰胺 修饰 上 


第 1 步 : 还 原 : 蛋 白质 溶解 于 10 一 1$ul 0.2molAL Tris,pH8.4, 内 含 100mmolML DTT 
缓冲 液 中 ,加 入 SDS 至 最 终 浓度 为 1% ,将 样品 于 70C 水浴 中 保温 20 一 30min, 然 后 用 4 
倍 体积 的 重 蒸 水 稀释 。 
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第 2 步 : 烷 基 化 :加 入 6molL 丙烯 酰胺 浓 溶 液 至 最 终 浓 度 为 2mol[L, 通 人 氧气 (或 高 
纯 氮 气 ) 后 于 377 避 光 保温 30 一 60min。 

第 3 步 : 脱 盐 :加 入 甲醇 至 最 终 浓度 为 10% ,再 用 Perkin-Elmer 公司 的 ProSpin 管 进 
行 脱 盐 。 

具体 操作 : 先 将 10ml 甲醇 润 湿 ProSpin 上 的 ProBlott 膜 , 然 后 加 入 反应 溶液 离心 至 膜 
上 面 无 液体 ,再 加 入 $0wl 20% 甲醇 ,同上 进行 离心 ,将 膜 片 切割 下 后 放 人 1.5ml 离心 管 
中 ,用 0.1%TFA 清洗 后 ,再 用 水 漂洗 , 待 其 自然 晾 干 后 (或 用 氮气 吹 干 ) , 即 可 进行 序列 分 
析 。 

注意 :第 3 步 也 可 采用 其 他 有 效 的 脱盐 法 。 但 上 述 方法 相对 比较 简便 。 


2. 4- 乙 烯 吡啶 修饰 5 


第 1 步 : 还 原 : 蛋 白质 溶 于 40w 100mmolL Tris,pH 8.4, 内 含 6molLL 盐酸 肛 缓 冲 液 
中 ,加 入 lmolML DTT 浓 溶 液 到 最 终 浓 度 为 20mmol/L, 充 人 毛 气 后 于 室温 放置 1 一 2h。 

第 2 步 : 烷 基 化 :加 入 2J 4- 乙 烯 吡啶 后 充分 混合 ,同上 保温 1 一 2h。 

第 3 步 :脱盐 :加 入 重 蒸 水 1:1 稀释 蛋白 质 溶液 后 , 同 前 述 用 ProSpin( 或 其 他 方法 ) 脱 
盐 。 


四 、 去 除 N 端 封 团 的 基 团 的 方法 
如 果 怀 疑 蛋白 质 或 多 肽 的 N 端 被 封闭 ,可 按 下 述 方法 去 除 一 些 N 端 封闭 的 基 团 G]。 


1. 去 除 N -乙酰 丝氨酸 和 六 -乙酰 苏 氨 酸 残 基 


第 1 步 :蛋白 质 吸附 在 PVDF 膜 上 ,经 蛋白 质 N 端 序列 分 析 几 个 循环 后 ,未 能 检测 出 
N 端 氨基 酸 残 基 , 将 膜 条 置 于 1.Sml 的 塑料 离心 管 中 。 

第 2 步 : 加 入 50 风 三 氟 乙 酸 液体 后 密封 管 口 并 在 40 保温 1h。 

第 3 步 :打开 管 盖 , 在 通风 橱 中 使 TFA 挥发 完全 。 

第 4 步 :将 此 膜 条 再 放 回 序列 仪 中 进行 分 析 。 


2. 去 除 N 端 甲 酰 甲 硫 氨 酸 中 的 甲 酰 基 


第 1 步 : 将 吸附 了 蛋白 质 的 PVDF 膜 条 置 于 1.5ml 塑料 离心 管 中 。 
第 2 步 :加 入 30ul 0.6mol]L HCI 后 密封 管 口 并 于 2SY 保温 24h。 
第 3 步 :打开 管 盖 , 吸 去 HCI 溶液 ,再 将 膜 条 真空 干燥 或 氮气 吹 干 。 
第 4 步 :将 膜 条 放 回 序列 仪 中 继续 分 析 。 


3. 去 除 N 端的 焦 谷 氨 酸 


第 1 步 : 将 吸附 了 有 蛋白质 的 PVDF 膜 条 置 于 1.Sml 的 塑料 离心 管 中 , 加 入 1.2ml 
0.5%(m/V)PVP-40 封闭 膜 条 ,使 其 不 再 吸附 其 他 蛋白 质 (PVP-40 溶 于 100mmolAL 冰 
酷 酸 中 ) ,于 377 保温 30min, 然 后 用 超 纯 水 清洗 膜 条 至 少 5 遍 ,接着 再 用 0. Sml 酶 解 缓冲 
液 ( 下 一 步 将 用 ) 漂 洗 一 遍 。 

。 03 。 


第 2 步 : 加 入 100 岂 左右 焦 谷 氨 酸 水 解 酶 (Snug 酶 溶 于 100wl 50mmol[L,pH7.0 磷酸 
钠 及 10mmolML DTT 缓冲 液 中 ) ,37 保温 5 一 10h。 
第 3 步 :用 超 纯 水 漂洗 膜 条 ,自然 吹 干 后 放 回 序列 仪 中 。 


4. 去 除 N -乙酰 基 封闭 的 氨基 酸 残 基 


第 1 步 : 将 吸附 了 和 蛋白质 的 PVDF 膜 条 置 于 1.5ml 的 塑料 离心 管 中 。 

第 2 步 : 用 0.5% PVP-40( 溶 于 100mmolL 冰 醋 酸 ) 封 闭 PVDF 膜 以 防 吸附 和 蛋白酶 。 

第 3 步 :将 膜 用 超 纯 水 充分 清洗 后 ,加 入 5 一 10wg 胰 蛋 白 酶 ( 溶 于 100wl 0.1lmolLL 碳 
酸 氢 铵 ,pH8.0, 内 含 10% 乙 且 ) ,于 37 酶 解 24h。 

第 4 步 :将 离心 管 中 的 溶液 移 至 另 一 干净 的 离心 管 中 , 用 100l 超 纯 水 清洗 膜 条 后 将 
此 清洗 溶液 与 酶 解 后 的 溶液 合并 ,然后 将 此 含有 酶 解 多 肽 的 溶液 冷冻 干燥 。 

第 5 步 :加 入 100wl 50% 吡 啶 及 10pl 异 硫 氰 酸 葵 酯 (PITC) , 通 人 氮气 20s, 然后 于 
60 尼 保温 1h。 此 步骤 中 PITC 可 以 和 酶 解 后 各 多 肽 的 N 端 -氨基 反应 ( 除 N 端 被 乙酰 
基 封 闭 的 多 肽 ) 。 

第 6 步 : 加 入 50 凡 茶 / 乙 酸 乙 酯 (1:1 的 体积 比 ) 混 合 溶剂 ,充分 振 功 后 以 3 000g 离心 
1mino 

第 7 步 : 吸 去 上 层 溶液 (内 含 第 6 步 中 的 过 量 试剂 及 反应 副 产 物 )。 再 按 第 6 步 对 下 
层 溶 液 抽 提 3 次 ,然后 真空 抽 王 下 层 液 。 

第 8 步 : 加 入 100 岂 过 甲酸 (9 份 甲酸 与 1 份 过 氧化 氢 混 合 后 在 室温 放置 和 入 年 
保温 1h, 以 封闭 经 过 上 述 几 步 反应 的 多 肽 的 N 端 。 

第 9 步 :真空 抽 王 ,再 用 水 溶解 ,然后 再 将 样品 抽 王 。 

第 10 步 :将 多 肽 用 1004 0.2mmolML,pH 7.2 磷酸 缓冲 液 ( 内 含 ImmolML DTT) 溶 
解 ,加 入 0.05 单位 的 N -乙酰 氨基 酸 去 除 酶 (AARE) ,于 377 保 温 12h。 

第 霸 步 ; 将 反应 混合 物 加 样 至 已 了 预 处 理 过 的 测序 用 玻璃 纤维 支持 膜 上 ， 并 放 和 人 序列 
仪 中 分 析 。 


第 五 节 “ 手 工 N 端 测序 


虽然 自动 化 测序 方便 快速 ,但 并 不 能 完全 排除 手工 测序 的 实用 性 ,尤其 对 于 一 些 实 
验 室 尚 不 具备 测序 条 件 ,而 且 样 品 量 足够 ,只 需 知道 N 端 个 别 残 基 以 确定 是 否 均一 ,手工 
测序 不 失 为 一 种 简便 有 效 的 方法 ,下 面 简单 介绍 一 种 手工 测序 方法 一 DABITCZXPITC 
双 耦 合法 鸣 。 

DABITCAPITC 双 耦 合 微量 顺序 测定 法 ,采用 有 色 试 剂 DABITC 与 多 肽 或 蛋白 质 的 
氨基 作 第 一 次 耦合 , 因 该 耦合 反应 产 率 只 有 20% 一 50% ,余下 没有 与 DABITC 耦合 的 氢 
基 再 用 PITC 作 第 二 次 耦合 ,由 于 PITC 与 多 肽 或 蛋白 质 的 耦合 反应 九 乎 是 定量 的 ;这 样 
就 保证 了 每 个 残 基 都 反应 完全 ,然后 再 裂解 、 转 化 .鉴定 有 色 的 DABTH - 氨基 酸 。 失 去 
一 个 残 基 后 的 肽 或 蛋白 质 再 耦合 裂解 .转化 ,依次 循环 测定 多 肽 和 蛋白质 序列 ,其 反应 原 
理 如 下 : 
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DABITC:4-N,N -二 甲 胺 基 偶 氮 葵 - 4 一 异 硫 氰 酸 酯 (4-N,N-dimethylaminoazobenzene-4 -isothiocyanate) 
DABTC:4-N,N -二 甲 胺 基 偶 氮 茶 - 4- 硫 代 氨 甲 酰基 (4-N,N-dimethylaminoazobenzene-4 -thiocarbamoyl) 
DABTZ-aa:4-N,N-=- 二 甲 胺 基 偶 氮 苯 - 4 一 噬 唑 啉 酮 -氨基 栈 (4-N,N-dimethylaminoazobenzene-4 -thiozolinone-aay) 
DABTHr-aa:4-N,N -二 甲 胺 基 偶 氮 茶 - 4- 乙 内 酰 硫 脲 -氨基 酸 

(4-N,N-dimethylaminoazobenzene-4 -thiohydantoin-aay) 


PITC 耦合 ,裂解 ,转化 产生 的 PTH- 所 基 酸 不 作 鉴定 


(1) 材料 

DABITCCFluka 公司 出 品 或 自己 合成 ) ,用 沸 丙 酮 重 结晶 。n - 正 庚 烷 、 乙 酸 乙 酯 、 
n -乙酸 丁 酯 都 按 顺序 级 要 求 处 理 。 吡 啶 先 用 KOH(10gLL) 回 流 , 蒸 出 ,再 用 曹 三 酮 (1g/ 
L) 回 流 , 蒸 出 ,最 后 再 用 KOH(10g/ 工 ) 回 流 ,再 蒸 出 。 蜡 硫 氰 酸 茶 酯 (PITC) 在 减 压 下 通 所 
气 重 蒸 。 三 氟 乙 酸 用 CrOs 处 理 重 蒸 再 用 CaSO4 干燥 重 蒸 。 超 滤 水 。 

聚 酰胺 薄膜 层 析 溶 剂 :A. 工 相 33% 乙 酸 ; 开 相 甲 茶 :n- 乙 烷 : 乙 酸 (2:1:1, 体 积 比 )。 
B. 鉴定 lle,Leu, 膜 7.5cmx4cm,10% 甲 酸 :乙醇 (10:9, 体 积 比 )。 

高 效 硅胶 板 (HPTLC Merck) 鉴 定 lle,Leu, 氯 仿 : 甲 醇 (50:2 ,体积 比 )。 
(2) 耦合 

将 2 一 Snmol 样品 放 在 尖 底 带 塞 小 试管 中 (Edman 管 ) ,加 80wl 50% 吡 啶 溶液 ,加 40 
DABITC 吡啶 溶液 (0.6mg/260j) , 通 高 纯 氮 (99.99% ) , 盖 好 塞 子 , 在 SOC 加热 43min, 然 
后 再 加 10wlL 异 硫 氰 酸 茶 酯 , 通 氮气 ,用 混合 仪 使 PITC 与 反应 溶液 很 好 混合 ,在 SOC 加 热 
30min, 反 应 混合 物 用 4x200wl n- 正 庚 烷 :乙酸 乙 酯 (2:1)( 如 朴 水 性 肽 用 3:1) 提 取 , 除 去 
有 机 层 , 水 层 在 真空 干燥 器 中 干燥 。 
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(3) 裂解 

干燥 后 水 层 产 物 加 50 凡 三 氟 乙 酸 ,通信 氮气 温和 搅拌 混合 后 ,在 50C 加 热 1Smin, 真 
空 于 燥 。 如 是 Pro 一 Pro;Pro-=-lle;Pro 一 Val; Ile 一 Jle; 或 是 Val 一 Val 则 需要 重复 裂解 1 一 2 
次 ,裂解 干燥 后 的 产物 加 30 凡 双 蒸 水 ,用 2x50MlL 乙酸 丁 酯 提取 DABTZ -氨基 酸 ,并 干燥 
之 。 水 层 真空 干燥 后 , 作 下 一 步 循环 用 。 
(4) 转化 

将 干燥 后 的 乙酸 丁 酯 提取 物 加 30 由 40% 一 50% 三 氟 乙 酸 水 溶液 , 通 氮气 ,在 50 加 
热 SO0min ,真空 干燥 后 可 作 鉴 定 。 
(5) 鉴定 

干燥 物 加 10 一 20M 乙醇 溶解 , 取 1Z2 岂 点 到 3cm x 3cm 聚 酰胺 菠 膜 上 ,然后 再 加 
1Z2 中 标记 化 合 物 , 按 上 面 A 溶 剂 系统 展开 ,其 标准 层 析 图 谱 见 图 4.6。 如 鉴定 le、Leu, 则 
可 用 溶剂 B 系 统 或 硅胶 板 溶剂 系统 。 
(6) 标记 化 合 物 的 制备 

500Ml 50% 吡 吁 中 加 入 30 风 二 乙 胺 ,30 岂 乙醇 胺 及 330wg DABITC(1 000nmol) ,在 
55 忆 加 热 1h, 真 空 干燥 , 用 时 取 少 量 溶 于 乙醇 中 。 





图 4.6 DABTH -氨基 酸 在 聚 酰胺 图 4.7 四 种 Ser 产物 在 聚 酰胺 
薄膜 上 的 层 析 图 谱 薄膜 上 的 层 析 图 谱 


注意 

中 所 用 试剂 药品 都 要 按 顺序 级 要 求 处理 。DABITC 在 吡啶 中 不 稳定 ,必须 新 鲜 配 制 。 

包 玻 水 性 肽 在 用 2:1 或 3:1 的 庚 烷 和 乙酸 乙 酯 (体积 比 ) 提 取 时 易 产 生 沉 淀 或 薄膜 ， 
悬浮 在 有 机 相 和 水 相 中 间 , 切 幻 吸 去 。 

@) Gln、Asn 可 能 有 8% 一 15$% 水 解 成 Glu、Asp, 因 此 在 鉴定 Gln Asn 时 有 时 也 出 现 
很 淡 的 Glu、Asp 斑点 。 

多 层 析 溶 剂 均 应 新 鲜 ,保证 层 析 的 重复 性 。 

@ Lys 可 出 现 三 个 不 同 颜色 的 衍生 物 ,cDABTH-e-DABTC-Lys( 紫 色 );aus-DABTC- 
Lys( 蓝 色 ) 和 uc-DABTH-e-PTC-Lys( 红 色 )。 

@ Ser 和 Thr 副 反应 较 多 ,一 般 可 以 有 3 一 4 个 产物 :DABTH-Ser;DABTHr-Ser ( 失 
水 产物 );DABTH-Ser2( 失 水 后 再 聚合 产物 );DABTH-SerD( 失 水 后 再 加 水 产物 )。 
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第 六 节 C 端 序列 分 析 


虽然 建立 在 Edman 化 学 法 上 的 上 自动 化 N 端 测序 技术 日 趋 成 熟 ,但 仍 有 不 少 问 题 需 借 
助 C 端 序列 分 析 来 解决 。C 端 测 序 尤其 适合 于 基因 重组 蛋白 是 否 正确 表达 的 鉴定 和 大 规 
模 生 产 时 的 质量 控制 \N 端 封闭 蛋白 的 分 析 以 及 DNA 探 针 的 设计 。 

由 于 选择 性 对 C 端 羧基 进行 耦 联 修 饰 并 从 C 端 逐 一 将 氨基 酸 残 基 切 下 较 N 端 测序 
困难 ,在 过 去 的 近 20 年 里 ,虽然 为 数 不 少 的 蛋白 质 化 学 家 致力 于 C 端 测 序 研 究 !51 ,但 目 
前 仍 不 能 和 N 端 测序 技术 程度 媲美 。 蛋 白 质 化 学 工作 者 曾 利 用 羧 肽 酶 分 析 C 端 氨基 酸 
残 基 !6.7 ,但 是 由 于 不 同 的 羧 肽 酶 对 个 别 氨 基 酸 残 基 有 选择 性 ,使 用 时 仍 有 一 定 困难 。 另 
有 报道 咏 将 C 端 选择 性 标记 ,分 离 出 C 端 肽 段 后 ,再 用 Edman 法 分 析 , 我 们 实验 室 :9] 曾 
根据 一 些 和 蛋白 接近 C 端的 个 别 氨基 酸 ( 如 Trp,Tyr) 有 特殊 的 紫外 光谱 或 二 级 微分 光谱 ， 
分 离 出 含有 C 端 氨基 酸 的 酶 解 肽 段 ,进行 N 端 序列 分 析 , 以 此 鉴定 蛋白 质 的 C 端 是 否 有 
缺失 残 基 。 

最 近 , 由 于 对 化 学 法 测定 C 端 技 术 进 行 了 一 系列 改进 ,已 有 了 自动 化 C 端 序列 仪 问 
世 501。 下 面 介绍 一 种 自动 化 C 端 测 序 方 法 的 原理 及 应 用 [1 。 


一 、C 端 分 析 原 理 


基于 与 N 端 Edman 降解 类 似 的 原理 ,C 端 分 析 采 用 化 学 试剂 与 蛋白 质 和 多 肽 的 
a- 羧 基 反 应 ,反应 后 的 C 端 衍 生物 被 切割 下 来 ,通过 HPLC 系统 进行 分 离 分 析 。 一 个 完 
整 的 C 端 序列 分 析 包括 以 下 几 个 步骤 。 
(1) 活化 

蛋白 质 和 多 肽 C 端的 自由 羧基 与 乙酸 酝 反 应 生成 混合 酸 栈 , 并 进一步 环 化 成 哑 唑 
酮 ,而 侧 链 上 的 羧基 形成 的 混合 酸 本 难以 成 环 。C 端的 哑 唑 酮 在 硫 氰 四 丁 铵 的 作用 下 , 转 
化 为 乙 内 栈 硫 腺 (thiohydantoin ,THD) 。 

OH 
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(2) 酰胺 化 保护 侧 链 羧基 
侧 链 羧基 形成 混合 酸 栈 后 ,与 硫 氰 哌 啶 进一步 作用 形成 酰胺 ,以 保护 侧 链 。 





OH 
贿 
CH 
2 II 人 CH2 ? N2A0 
关 人 op 
CH， 8 CH 1 
放 s9 帮 sc 出 
| 
号 0 


(3) 烷 基 化 
由 于 C 端 环 化 形成 的 TH 衍生 物 较为 稳定 而 不 易 被 切割 ,因此 产 率 不 高 。 用 省 甲 基 
蔡 选 择 性 地 烷 基 化 修饰 硫 原子 ,形成 Alkylated-TH (ATH) 生 物 ,裂解 产 率 将 大 大 提高 。 
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(4) 修饰 Thr 和 Ser 的 养 基 

和 蛋白质 和 多 肽 中 的 羟基 会 干扰 测序 ,因此 需要 修饰 。 在 活化 过 程 中 ,乙酸 栈 也 会 与 产 
基 反 应 将 其 乙酰 化 ,但 反应 不 完全 ,在 N - 甲 基 咪 只 (NMI) 和 乙酸 栈 的 共同 作用 下 ,Thr 
和 Ser 上 的 羟基 基本 被 乙酰 化 。 
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| C 端 的 ATH 衍生 物 在 酸性 条 件 下 与 [INCS] 反应 而 被 
蛋白 质 -TH 裂解 生成 ATH -氨基 酸 ,新 的 C 端 自动 形成 TH, 而 不 必 重 新 
是 裂解/ 活化 。 
人 因此 ,整个 测序 过 程 只 需 在 开始 时 对 C 端 进行 一 次 性 活 
蛋白 质 -ATH 化 ,并 修饰 Asp 和 Glu 侧 链 羧 基 以 及 The 和 Ser 的 羟基 。 实 


释放 ATH-AA 际 上 ,循环 反应 的 只 有 烷 基 化 和 裂解 两 步 ,其 全 过 程 图 解 如 
左 图 。 
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二 、C 端 蛋 白 质 序 列 仪 


近年 来 ,已 有 商品 化 的 C 端 序列 仪 问 世 。C 端 序列 仪 一 般 由 N 端 序 列 仪 改装 而 成 ， 
其 基本 结构 与 后 者 相似 ,两 者 的 不 同 之 处 主要 在 于 : 

@ 反 应 所 用 的 试剂 不 同 , 因 此 两 者 不 可 兼容 ,否则 极 易 堵塞 管道 ; 

@ 在 C 端 序列 仪 中 ,所 有 的 化 学 反应 均 在 弹 简 型 反应 室 中 进行 ,切割 下 来 的 ATH- 
AA 仅 在 转化 腔 内 干燥 和 溶解 后 即 进入 HPLC 系统 分 离 分 析 ; 而 在 N 端 测序 仪 中 ,ATZ- 
AA 需 在 转化 腔 中 转化 为 PTH-AA。 参 见 图 4.8。 
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图 4.8 ATH- 氮 基 酸 色谱 图 


二 、C 端 测序 的 样品 前 处 理 


C 端 测序 样品 的 纯度 鉴定 和 和 琉 基 修 饰 方法 与 N 端 测序 基本 相同 ,可 参照 前 述 。 

下 面 介绍 C 端 测 序 样品 的 脱盐 和 游 离 氨基 的 衍生 。 
(1) 脱盐 的 方法 

目前 使 用 最 普遍 的 C 端 脱 盐 方法 是 采用 ProSorb 装置 。ProSorb 的 结构 和 使 用 方法 
与 ProSpin 大 致 相同 ,不 同 的 是 用 过 滤器 代替 了 ProSpin 中 的 离心 管 , 过 滤器 可 将 样品 中 
的 小 分 子 物 质 随 水 分 一 起 吸收 ,以 达到 脱盐 和 浓缩 样品 的 目的 。 具 体操 作 步 骤 如 下 。 

第 一 步 : 将 插 管 插 和 人 套 管 上 部 ,过 滤器 插 和 人 套 管 下 部 并 接触 插 管 底部 的 PVDF 膜 。 

第 二 步 :用 15l 甲醇 润 湿 PVDF 膜 。 

第 三 步 : 在 插 管 中 加 入 出 50 岂 0.1%TFA, 待 过 滤器 将 其 完全 吸 干 。 

第 四 步 : 将 样品 溶液 加 入 ,体积 不 少 于 100 岂 , 吸 干 。 

第 五 步 : 用 TFA 洗 膜 1~-2 次 , 吸 干 。 
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图 4.9 马 肌 红 和 蛋白 原 
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的 C 端 测序 图 谱 


2 如 


第 六 步 :取出 揪 管 , 置 于 恒温 加 热 块 上 ,55 一 60C 加 热 至 少 10min。 
(2) es- 氢 基 的 衍生 

为 了 使 Lys-ATH 衍生 物 获得 更 好 的 分 离 效 果 , 需 先 将 蛋白 质 或 多 肽 中 Lys 的 s- 氢 
基 与 Phenylisocyanate (PhNCO) 反 应 成 衍生 物 。 具 体操 作 步 又 如 下 。 

第 一 步 : 脱 盐 后 ,从 恒温 加 热 块 上 取出 择 管 。 

第 二 步 : 用 3 则 二 异 两 基 乙 胺 (DIEA) 润 湿 PVDF 膜 。 

第 三 步 :在 膜 上 加 3wl PhNCO。 

第 四 步 :加 热 5 一 10min。 

第 五 步 : 将 第 二 至 第 四 步 重 复 两 次 。 


四 、 影 响 C 端 测序 反应 产 率 的 因素 ， 


C 端 测 序 副 反 应 较 多 ,最 高 初始 产 率 仅 为 20% ,而 对 于 Glu, Asp,Ser,Thr 等 氨基 酸 ， 
其 产 率 将 更 低 。 如 C 端 富 含 上 述 几 种 氨基 酸 , 测 序 将 十 分 困难 。 另 外 ,一 且 遇 到 Pro, 由 
于 吡咯 环 的 存在 而 不 能 与 乙酸 栈 反 应 成 环 ,整个 测序 过 程 将 终止 。 

到 目前 为 止 ,C 端 测序 可 测 1 一 10 个 残 基 , 一 次 测序 需要 的 量 比 N 端 测 序 要 大 得 多 ， 
至 少 需 lnmol。 此 外 ,因为 不 同 的 氨基 酸 反应 产 率 不 同 , 所 以 ,对 图 谱 的 分 析 也 比 N 端 测 
序 复杂 ,需要 较 多 的 经 验 。 目 前 C 端 测序 结果 最 好 的 一 个 样品 是 马 肌 红 和 蛋白 原 ( 图 4.9)， 
可 测 C 端 10 个 以 上 残 基 , 通 常 将 其 作为 标准 样品 来 判断 仪器 的 稳定 性 。 我 们 对 TNE 的 
C 端 测 定 结果 得 到 C 端 8 个 序列 为 一 VYFGIIAL 一 COOH。 由 于 需要 对 样品 进行 PIC 预 
处 理 和 侧 链 的 修饰 ,有 些 氨基 酸 的 ATH 衍生 物 上 会 出 现 修饰 基 团 。 如 :Asp,Glu 将 生成 
侧 链 酰 胺 化 的 ATH 衍生 物 ; Ser,Thr 通过 8 -消除 分 别 生 成 脱毛 Ala-ATH 和 脱水 Thr- 
ATH 的 衔 生物;Lys 的 反应 终 产 物 为 PIC-Lys-ATH。 

另外 ,由 于 副 反应 的 存在 ,有 的 氨基 酸 将 生成 不 止 一 种 ATH 衍生 物 。 如 : Arg 的 
ATH 衍生 物 可 能 被 乙酰 化 或 烷 化 ;TyrATH 可 被 乙酰 化 ; Cys 被 修饰 后 将 形成 丙烯 酰胺 
化 的 Cys-ATH 以 及 脱氧 Ala-ATHI; 脱水 ThrATH 将 产生 两 个 非 对 映 异 构 体 。 


五 、 绍 语 和 展望 


目前 ,C 端 序列 测序 技术 已 初步 成 熟 , 并 开始 发 挥 作用 。 

但 其 反应 的 效率 与 N 端 Edman 降解 测序 法 有 一 定 的 差距 。 因 此 ,目前 的 主要 问题 是 
如 何 提高 反应 的 产 率 ,特别 是 如 何 改善 TS,D,E 几 种 氨基 酸 的 测定 ,以 及 如 何 解 决 了 终 
止 测序 的 问题 。 如 果 在 上 述 几 方 面 取得 进展 ,将 使 C 端 可 测 残 基数 大 大 增加 ,并 减少 样 
品 所 需 量 。 另 外 ,近年 来 发 现 ,很 多 活性 多 肽 的 C 端 是 酰胺 化 的 ,如 果 能 检测 酰胺 化 的 C 
端 残 基 , 将 对 活性 多 肽 的 研究 有 很 大 的 帮助 。 

C 端 测序 技术 仍 处 于 研究 和 发 展 阶段 ,虽然 该 技术 还 不 尽 完善 ,但 对 于 确认 表达 蛋白 
的 C 端 是 否 正 确 , 以 及 判断 在 表达 、 纯 化 过 程 中 是 否 发 生 了 不 必要 的 加 工大 有 帮助 。 


( 徐 来 根 属 红 旦 曾 啼 ) 
2 








10 


11 


参考 文献 


Brune D C. Alkylation of cysteine with acrylamide for protein sequence analysis， Anal Biochem,1992 ,207:285 一 290 
Fullmer C S，Identification of cysteine-containing peptides in protein digests by high-performance liquid chromatography-. 
Anal Biochem,1984,142:336 一 339 
LeGendre N et &L Purification of proteins and peptides by SDS-PAGE. In: Matsudaira P. ed. A pratical guide to pro- 
tein and peptide purification for microsequencing,2nd ed. USA: Academic Press,1993 
Wittnann-Liebold B，Kimura M.Microsequencing of peptide and proteins with 4-N,N-dimethylamino-azo-benzene-4 - 
isothiocyanate. In: WalkerJM ed. Methods in molecular biology. Vol. I. Proteins,The Humana Press Inc,1984 ,221 一 
241 
履 红 受 , 夏 其 昌 . 蛋 白质 和 多 肽 C 端 氨基酸 序列 研究 进展 . 生物 化 学 与 生物 物理 进展 ,1993,20:181 一 185 
Ambler R PEnzymatic hydrolysis with carboxypeptidases. Methods Enzymol，1972 ,143 
Hayashi RR,Moore S,Stein WH.， Carboxypeptidase from yeast. Large scale preparation and the application to COOHLter- 
minal analysis of peptides and proteins. 本 Biol Chem，1973，248(7) :2296 一 2302 
Hawke D 了 ,er ww .Studies on C-terminal analysis.. In: Hugli 工 C ed. Techniques in protein chemistry San Diago: Aca- 
demic Press, Inc. ,1989 ,59 一 70 
张丽华 等 .HPLC 在 线 二 阶 微分 光谱 法 检测 基因 工程 产品 的 C- 端 肽 .科学 通报 ,1995,40(14) :1314 一 1317 
Perkin Elmer. Biosystems Reporter, Issue No. 24,p.4 一 5,Feb. 1995. cf. Martiner,A et wwL Biochem 本 , 1995 , 306 : 
589 一 5397 
Boyd VL,Bozzini M,Zon G et al Sequencing of peptides and proteins from the carboxy terminus. Anal Biochem ，1992 ， 
206(2):344 一 352 


EM 





| 
有 


第 五 章 薄 层 等 电 守 焦 
2 香 


蛋白 质 等 电 聚 焦 (isoelectric focusing ,IEF) 技 术 在 20 世纪 60 年 代 后 才 得 到 迅速 发 展 
和 推广 应 用 , 现 已 成 为 一 种 被 广泛 采用 的 蛋白 质 分 析 和 制备 技术 。 与 常规 电泳 不 同 之 处 
是 在 IEF 时 ,蛋白 质 分 子 是 在 含有 载体 两 性 电解 质 形成 的 一 个 连续 而 稳定 的 线性 pH 梯 
度 中 进行 电泳 。 通 常 使 用 的 载体 两 性 电解 质 是 脂肪 族 多 氨基 多 羧 酸 (或 磺 酸 型 ,或 羧 酸 磺 
酸 混 合 型 ) ,其 在 电泳 中 形成 的 pH 范围 有 3 一 10.4~6.5-7.6 一 8 7 一 9 和 8 一 10 等 可 应 
用 于 大 多 数 蛋 白质 等 电 点 (pT) 的 范围 0-3]。 由 于 蛋白 质 是 由 不 同 的 工 - wx 氨基 酸 以 不 同 
数量 和 比例 按 一 定 顺序 排列 组 成 的 ,而 氨基 酸 分 子 中 的 氨基 和 羧基 都 是 可 解 离 的 基 团 , 因 
此 氨基 酸 可 以 形成 两 性 离子 : 


NHD NE 
HOCOOH = 一 HT COO 
R R 
在 不 同 pH 条 件 时 带电 人 荷 状 态 会 有 不 同 : 
人 hs 
FE 695 机 二 二 下 一 一 二 EC 全 
本 人 
R R R 
pH 1 时 的 主要 形式 pH7 时 的 主要 形式 pH 11 时 的 主要 形式 


其 中 ,R 为 侧 链 ,R 不 同 决定 所 带 的 正 ` 负 电荷 和 氨基 酸 的 酸 碱 性 质 。 蛋 白质 所 带 的 
净 电 荷 是 其 组 成 各 氨基 酸 残 基 上 所 有 正 负 电荷 的 总 和 ,所 以 蛋白 质 等 电 点 是 一 个 常数 。 

IEF 电泳 时 ,形成 正极 为 酸性 负极 为 碱 性 的 pH 梯度 。 当 将 某 种 蛋白 质 (或 多 种 蛋 
和 白质) 样品 置 于 负极 端 时 , 因 pPH> p7 ,蛋白 质 分 子 带 负 电 , 电 泳 时 向 正 极 移动 ;在 移动 过 
程 中 ,由 于 pH 逐渐 下 降 , 蛋 白质 分 子 所 带 的 负电 荷 量 逐渐 减少 ,蛋白 质 分 子 移动 速度 也 
随 之 变 慢 ; 当 移 动 到 pH= pT 时 ,蛋白 质 所 带 的 净 电 荷 为 零 , 蛋 白质 即 停止 移动 。 当 蛋白 
质 样品 置 于 阳极 端 时 ,也 会 得 到 同样 的 结果 。 因 此 ,在 进行 IEF 时 可 以 将 样品 置 于 任何 
位 置 。 各 种 不 同 氮 基 酸 的 蛋白 质 在 IEF 电泳 结束 后 ,会 分 别 聚 集 于 相应 的 等 电 点 位 置 ， 
形成 很 窗 的 一 个 区 带 。IEF 不 仅 能 获得 不 同 种 类 和 蛋白质 的 分 离 和 纯化 效果 , 同时 也 能 得 
到 和 蛋白质 的 浓缩 效果 。 在 IEF 中 和 蛋白质 区 带 的 位 置 ,是 由 电泳 pH 梯度 的 分 布 和 蛋白 质 
的 pT 所 决定 的 ,而 与 蛋白 质 分 子 的 大 小 和 形状 无 关 。 一 般 蛋白 质 等 电 点 分 辩 率 可 达 
0.01pH 单 位。 


人 





第 二 市 训 洲 县 IEF 


聚 丙 烯 酰胺 水 平 薄 层 平板 等 电 聚 焦 (horizontal thin layer polyacrylamideslafs ) 分析 技 
术 操 作 简便 ,样品 用 量 少 , 可 在 一 块 板 的 相同 条 件 下 ,同时 分 析 多 个 样品 并 进行 比较 ,电泳 
时 间 短 ,分辩 率 高 , 凝 胶 板 易 制 成 永久 保存 的 干 胶 板 。 

制备 型 等 电 聚 焦 .毛细 管 等 电 聚 焦 将 分 别 在 有 关 章 节 中 讨论 。 


基 避 M 提 


实验 使 用 Bio- Rad 的 等 电 聚 焦 仪 (Model 111 Mini IEF Cell) ,包括 制 胶 模 具 、 电 源 
(PowerPac 1000 Power Supply)( 图 $.1)。 





图 5.1 薄 层 等 电 聚 焦 仪 和 制 胶 框 


二 、 试 剂 和 储存 液 配制 


10% (ZXV) 过 硫酸 贸 :100mg 过 硫酸 铵 加 水 至 lml。 当 天 新 鲜 配 制 。 

@24.25% (myV) 丙 烯 酰 腕 和 0.75% (xx V)N- 甲 又 双 丙 烯 酰胺 储存 液 ,过 滤 后 
47 保存, 不 超过 一 个 月 。 

G@25%( ZXV) 甘 油 : 称 2$g 甘油 加 重 蒸 水 至 100ml。 

QTEMED。 

名 两 性 电解 质 (根据 需要 选择 pH 范围 ) 。 


二 、 制 胶 模 具 的 准备 


取 一 片 玻璃 片 (65mm x 125mm) 表 面 滴 上 1 一 2 滴 重 蒸 水 ;再 取 一 片 塑料 薄膜 ,疏水 
面 盖 在 玻璃 片 带 水 面 上 ,使 玻璃 片 与 塑料 膜 贴 紧 并 压 去 气泡 。 在 凝 胶 制作 的 模具 盒 两 侧 
各 有 10mm 宽 .0.5mm 厚 的 塑料 条 。 将 玻璃 片上 的 塑料 膜 亲 水 面向 下 , 紧 靠 模具 盒 一 端 
两 侧 塑料 条 上 贴 紧 ,形成 玻璃 板 在 模具 盒 内 三 面 贴 着 盒 壁 , 只 有 一 面 敞 开 。 


2 了 


四 、 凝 胶 的 制备 


将 以 下 溶液 置 于 抽 气 瓶 内 : 

重 蒸 水 .Sml 
丙烯 酰胺 /Bis 储存 液 2.0ml 
25% 甘 油 2.0ml 
40% 两 性 电解 质 0.5ml 
抽 气 10min 后 加 入 激活 剂 

10% 过 硫酸 贸 40 品 
TEMED 10 岂 


轻 轻 混 匀 后 用 10ml 移 液 管 将 凝 胶 液 一 次 吸 和 人 管内 ; 管 口 放 在 上 述 模具 盒 中 玻璃 板 敞 
开 面 的 边 上 , 慢 慢 地 将 凝 胶 液 灌注 和 盒 内 。 液 流 需 连 续 不 断 , 以 免 形 成 气泡 。 当 凝 胶 灌注 
至 充满 整个 玻璃 板 框 时 停止 。 水 平 放 置 1h, 待 凝 胶 充分 聚合 。 聚 合 后 玻璃 板 塑料 膜 和 雍 
胶 已 连 在 一 起 。 从 模具 盒 中 取出 即 可 进行 加 蛋白 样品 和 IEF 电泳 ,或 用 保鲜 膜 包 封闭 
4 忆 冰 箱 保 存 备用 。 


五 、 加 样 


将 模具 中 制备 好 的 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 面 朝 上 , 凝 胶 表 面 覆 盖 上 带 有 加 样 孔 的 塑料 薄膜 ， 

使 薄膜 与 凝 胶 贴 紧 , 每 孔 蛋白 质 样品 ( 溶 于 $0% 甘 油 中 ) 可 以 加 入 0.5 一 2 由 ,样品 量 超过 

2 岂可 将 样品 滴 在 滤纸 。 加 样 后 需 5 一 10min, 待 样品 进入 胶 后 小 心 揭 去 带 加 样 孔 的 膜 ( 如 
滤纸 可 在 IEF 结束 后 再 揭 去 ) 。 


es 


将 电泳 盒 内 的 石墨 电极 清洗 干净 ,用 水 将 电极 润 湿 ,将 加 有 样品 的 凝 胶 面向 下 ,直接 
将 凝 胶 的 两 端 放 在 石墨 电极 上 , 盖 好 电泳 槽 盖 , 即 可 开始 电泳 。 

在 稳 压 条 件 下 ,开始 聚焦 在 100V,1Smin 后 增加 电压 至 200V; 聚 焦 1Smin 后 再 增加 
电压 至 4$30V;60min 便 可 以 结束 电泳 。 


七 、 琳 色 和 脱色 


固定 液 :12.5% 三 氯 乙 酸 ,30% 乙 醇 。 
@ 染 色 液 :0.04% 考 马 斯 亮 蓝 R250(Coomassic brilliant blue R250);10% 永 醋酸 ;27% 
亚 醇 。 
图 脱色 液 :25% 乙 醇 ;7% 冰 醋酸 。 
IEF 结束 后 可 用 微量 表面 电极 测定 pT。 如 族 胶 需 染 色 ,可 将 凝 胶 连 同 塑 料 薄膜 一 起 
从 玻璃 板 上 取 下 。 
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八 、 此 胶 保存 


脱色 完毕 后 , 轻 轻 地 从 玻璃 上 取 下 支持 膜 , 室 温 下 干燥 。 此 胶 可 永久 保存 (图 5.2) 。 
第 三 节 等 电 聚 焦 中 的 注意 事项 


GDpH 梯度 的 选择 :可 先 在 宽 pH 范围 内 (pH3.5 一 10 或 pH2.5 一 11) 的 载体 两 性 电解 
质 中 进行 分 析 IEF。 当 了 解 到 目的 蛋白 质 的 pI 值 后 ,再 用 罕 pH 范围 (pH3 一 5 或 pHS 一 
7) 的 载体 两 性 电解 质 进 行 分 析 或 制备 IEF。 在 窗 pH 范围 进行 IEF 不 仅 可 以 提高 分 辩 
率 , 而 且 可 以 增加 需 分 离 蛋白 质 的 负载 容量 。 

@OIEF 如 在 宽 pH 范围 载体 两 性 电解 质 内 进行 ,为 了 克服 在 中 性 区 域 形 成 纯 水 区 带 ， 
可 适当 添加 中 性 载体 两 性 电解 质 。 

@ 为 防止 电泳 过 程 中 pH 梯度 的 衰变 ,一 般 在 电流 降低 达 最 小 而 恒定 时 尽快 结束 
IEF。 

- 田 pH 梯 度 (pT) 测 定 。 

凝 胶 IEF 后 ,可 分 段 切割 凝 胶 , 用 3 一 5 倍 体积 的 蒸馏 水 或 10mmolML KCI 浸泡 该 凝 
胶 , 从 凝 胶 浸 出 液 中 测定 pH 值 ;或 用 微 电 极 直接 测定 凝 胶 表 面 pH 值 。 

薄 层 等 电 聚 焦 后 ,可 用 微 电 极 检测 凝 胶 表 面 pH 值 ;根据 蛋白 质 分 布 的 pH 信 即 能 确 
定 该 蛋白 质 的 pT。 

@OIEF 聚焦 过 程 中 由 于 蛋白 质 泳 动 到 某 一 区 段 ,而 该 区 段 刚 好 是 该 蛋白 质 的 pT ,会 
造成 蛋白 质 的 沉淀 。 为 了 解决 此 问题 ， 可 在 样品 中 添加 腺 、 TritonX-100、NP-40 或 其 他 一 
些 非 离子 型 表面 活性 剂 。 

G@IEF 样品 应 不 含 盐 类 。 因 盐 浓度 高 在 高 压 电 泳 时 电流 大 ,发 热量 大 ;但 在 无 盐 时 ， 
一 些 蛋 白质 的 溶解 度 低 ,可 通过 在 样品 中 加 入 适量 两 性 电解 质 或 甘氨酸 来 解决 。 

人 @ 所 用 试剂 要 求 高 纯度 。 


第 四 节 IEF 的 优 缺 点 


(1) 与 常规 电泳 比较 IEF 有 以 下 优点 

@ 具 有 很 高 的 分 辨 率 ,可 把 pbI 相差 0.01pH 单 位 的 蛋白 组 分 相互 分 开 。 

外 样品 体积 和 加 样 位 置 不 受 严格 限制 ,样品 可 混和 人 胶 中 或 放 在 任何 位 置 。 

@ 在 IEF 电泳 一 结束 , 即 可 以 测定 其 蛋白 质 pT。 

由 分 离 蛋 白质 快速 ,一 般 分 析 型 薄 层 IEF 可 在 2h 完成 。 

名 由 于 载体 两 性 电解 质 分子 质 量 小 ,不 会 与 蛋白 质 反应 并 使 之 变性 ,因此 只 需 硫 酸 镁 
沉淀 ,通过 透析 和 分 子 得 .电泳 等 方法 很 易 与 蛋白 质 分 开 。 

(IEF 分 离 获得 的 蛋白 质 基 本 上 可 保持 原 有 的 生物 活性 。 
(2) IEF 的 缺点 : 

中 许多 和 蛋白质 在 pT 附近 会 产生 沉淀 ,因而 影响 分 离 效 果 。 可 在 凝 胶 介 质 中 或 制备 

a 了 2 aa 


电泳 无 介质 的 样品 溶液 中 加 脲 或 非 离子 去 垢 剂 解决 。 

@ 样 品 中 最 好 不 含 盐 。 如 高 盐 浓 度 在 高 压 电 泳 时 ,电流 大 ,发 热量 大 ;但 在 无 盐 时 ,一 
些 蛋 白质 溶解 不 好 ;这 可 通过 在 样品 中 适当 多 加 些 两 性 电解 质 或 甘氨酸 等 两 性 物质 来 解 
决 。 

鲜 由 于 两 性 电解 质 可 与 蛋白 质 间 的 静电 作用 而 紧密 结合 ,形成 的 复合 物 可 能 导致 它 
与 抗体 反应 降低 或 使 酶 活性 降低 。 可 通过 高 离子 浓度 (0.1molML 或 更 高 , 达 0.5molML)、 
pH7 左右 的 挥发 性 缓冲 液 破坏 它们 的 静电 作用 。 

表 5.1 提供 了 部 分 蛋白 质 的 等 电 点 和 分 子 质量 。 


表 5.1 部 分 蛋白 质 的 等 电 点 和 分 子 质量 





蛋白 质 名 称 分 子 质 量 /Da 等 电 点 (pD) 蛋白 颜色 
碳酸 本 酶 38 000 4.5 
人 胎盘 碱 性 磷酸 化 酶 116 000 4.6 
菠 青 蛋白 232 000 4.63 蓝 色 
8B- 乳 球 蛋 白 18 400 5 澳 | 
大 肠 杆菌 L -天 冬 酰 胺 合成 酶 80 000 5 
人 血清 白 蛋 白 69 000 5.85 
牛 碳酸 本 酶 31 000 6.0 
大 肠 杆菌 工 -高 丝氨酸 脱氧 酶 360 000 6.1 
人 碳酸 栈 酶 28 000 6.5 
马 肌 红 和 蛋白 (二 条 带 ) 175 000 6.8,7.0 棕色 
人 血红 和 蛋白 A 64 500 了 六 红色 
猪 红细胞 碳酸 栈 酶 30 375 7.3 
人 血红蛋白 C 64 500 7 红色 
扁豆 凝集 素 ( 三 条 带 ) -49 000 73&5 2 | 
豚鼠 胰 c 淀粉 酶 52 000 8.4 
细胞 色素 c 12 200 9.6 : “人 
鼠 肝 醇 脱 氢 酶 68 000 加 PT 机 : 
菠 葛 和 蛋白酶 22 000 9.7 
》 
第 五 市 :所 例 


中 用 正 F 来 鉴定 蛋白 质 不 同 纯化 过 程 所 得 到 的 样品 (图 5.2)。 
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5.2 不 同 蛋 白质 样品 的 薄 层 等 电 聚 焦 


nm 





用 此 法 可 以 来 鉴定 不 同 纯化 方法 所 得 到 的 蛋白 质 的 性 能 ,根据 需要 以 此 来 选择 最 佳 
的 纯化 方法 。 
@ 用 Rotofor 分 离 纯化 样品 (可 参见 第 七 章 第 三 节 ) ,用 Mini-IEF 来 鉴定 (图 $.3)。 


| 请 1 人 


ee 135791 83 0165 17 19 标准 FF 样品 STD) 


5$.3 细胞 色素 c 和 白 和 蛋白 的 制备 
IEF 分 离 (Bio-Rad Rotofor) ,然后 用 Mini-IEF 鉴定 


自由 流 等 电 聚 焦 后 样品 ,也 可 通过 薄 层 等 电 聚 焦 来 鉴定 分 离 纯 化 效果 。 


( 邵 晓 起 ” 克 妆 莱 ) 
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第 六 章 SDS 一 聚 丙烯 酰胺 紫 胶 电泳 
第 一 刷 概 况 


聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 (polyacrylamide gel electrophoresis,PAGE) 具 有 较 高 的 分 辨 率 和 
灵活 性 ,因而 被 广泛 应 用 于 蛋白 质 的 分 离 和 分 析 。 然 而 , 凝 胶 电泳 目前 仍 是 一 项 手工 操作 
较 多 的 技术 ,操作 者 如 能 对 电泳 原理 、 聚 胶 过 程 及 影响 电泳 的 一 些 因素 多 加 了 解 ,将 有 助 
于 顺利 完成 有 关 实 验 , 获 得 分 离 效果 及 重复 性 好 的 电泳 结果 。 

聚 丙烯 酰胺 凝 胶 是 由 丙烯 酰胺 和 甲 又 双 丙 烽 酰 腕 (bis) 经 共聚 合 形成 。 此 聚合 过 程 
是 由 四 甲 基 乙 二 胺 (tetramethylethylenediamine,TEMED) 和 过 硫酸 铵 激发 的 , 即 过 硫酸 镁 
在 水 溶液 中 形成 一 个 过 硫酸 自由 基 , 然 后 此 自由 基 再 激活 TEMED, 随 后 TEMED 作为 一 
个 电子 载体 提供 一 个 未 配对 电子 将 丙烯 酰胺 单 体 转化 成 一 个 自由 基 从 而 激活 了 后 者 。 被 
激活 的 单 体 和 未 被 激活 的 单 体 反 应 开始 了 多 聚 链 的 延伸 ,正在 延伸 的 多 聚 链 也 可 以 随机 
地 通过 bis 的 作用 进行 交叉 互联 成 为 网 状 结构 ,最终 多 聚 物 聚 合成 凝 胶 状 , 而 其 孔径 大 小 
等 特征 由 聚合 条 件 及 单 体 浓 度 决 定 。 凝 胶 的 孔径 可 以 在 一 较 宽 范围 内 变化 以 迎合 不 同 的 
分 离 需要 ,改变 凝 胶 或 缓冲 液 的 某 些 组 成 成 分 ,就 可 以 按照 不 同 的 分 离 机 制 进行 分 离 ,如 
分 别 根据 和 蛋白质 的 电荷 ,大 小 或 谷 质 比 特性 进行 等 电 聚 焦 ` SDS-PAGE 及 酸性 或 碱 性 凝 胶 
电泳 等 。 

核 黄 素 也 可 以 作为 产生 自由 基 的 起 始 物 , 有 时 也 将 它 和 过 硫酸 铵 混合 在 一 起 使 用 , 核 
黄 素 激 活 聚 合 反 应 需要 光 和 和 氧气 存在 ,因此 称 为 光化学 聚合 。 

在 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 中 最 常用 的 是 SDS-PAGE( 十 二 烷 基 硫酸 钠 - PAGE) ,简称 
SDS 电泳 。SDS 是 一 种 阴离子 去 污 剂 ,能 断裂 分 子 内 和 分 子 间 的 氢 键 , 它 与 蛋白 质 的 足 水 
部 分 相 结合 ,破坏 其 折 和 结构 ,并 使 其 稳定 地 存在 于 均一 的 溶液 中 。SDS 蛋白 质 络 合 物 的 
长 度 与 其 分 子 质量 成 正比 。 由 于 在 样品 介质 和 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 中 加 入 了 离子 去 污 剂 和 强 
还 原 剂 (如 琉 基 乙醇 和 二 硫 苏 糖 醇 ) ,使 SDS 蛋白 质 络 合 物 所 带 的 负 电荷 大 大 超过 了 和 蛋白 
质 分子 原 有 的 电荷 量 ， 消除 了 不 同 分 子 之 间 原 有 的 电荷 差别 ， 其 电泳 迁移 率 主要 取决 于 亚 
基 分 子 质量 的 大 小 。 当 蛋 白质 的 分 子 质量 为 15 000 一 200 000Da 时 ,电泳 迁移 率 与 分 子 
质量 的 对 数 呈 线性 关系 。 因 此 , 它 被 广泛 应 用 于 蛋白 质 纯度 鉴定 和 分 子 质量 测定 ,上 且 因 所 
需 设 备 简单 ,操作 简便 ,重复 性 好 ,使 它 成 为 许多 研究 领域 中 一 种 重要 的 分 析 和 微量 制备 
技术 。 





第 二 节 材料 
一 、 设 备 和 材料 


中 电泳 装置 为 Bio-Rad Mini-Protean II 型 电泳 仪 。 
四 80 四 


@@ 电 源 (Bio-Rad Model 3000xi) 。 

@ 水 浴 锅 。 

由 Eppendorf 管 。 

回 移 液 器 (1000xL,200pL,20pL) ,Tip。 

@ 摇 床 。 

@ 水 泵 。 

@@ 干 胶 仪 (Bio-Rad Model 5$83 Gel Dryer) 。 
(玻璃 纸 ,Whatman 3MM 滤纸 。 

(OpH 计 。 

加 离心 机 。 


下 vs 


@ 丙 烯 酰胺 (电泳 级 )。 
Q@ON,N- 甲 又 双 两 烯 酰胺 (bis) 。 
G@SDS。 

@TEMED。 

G@)Tris。 

人 @ 过 硫酸 铵 。 

Ga - 芝 基 乙醇 。 

@@ 甘 油 。 

@@ 甘 氨 酸 。 

省 酚 蓝 。 

盐酸 。 


第 三 节 ”基本 操作 步骤 
一 、 聚 胶 前 准备 


@ 配 制 储存 液 , 单 体 储存 液 需 经 Millipore 膜 过 滤 后 使 用 。 

@ 配 制 10% 过 硫酸 铵 溶液 ( 需 每 天 新 鲜 配 制 ) 。 

@ 将 单 体 储存 液 .缓冲 液 ,水 按照 一 定 比 例 配制 成 凝 胶 溶 液 。 
四 将 灌 胶 装 置 准备 好 。 

人 @@ 待 凝 胶 溶 液 平 衔 至 室温 (23 一 25YC ) 后 ,真空 脱 气 13Smin。 


二 、 不 连续 系统 下 层 分 离 胶 的 彩 合 


在 10ml 凝 胶 溶 液 中 加 入 10% 过 硫酸 贸 50wl( 最 终 浓度 为 0.05% ) ,TEMED 原液 Snl 
(最 终 浓 度 为 0.05% ) 。 轻 组 地 摇动 溶液 (8 一 10 下 ) ,使 激活 剂 混合 均匀 。 
= 网 全。 








将 凝 胶 溶 液 平稳 地 注入 两 层 玻璃 板 中 (注意 要 以 连续 平稳 的 液 流 从 中 间 位 置 注 入 )， 
再 在 液 面 上 小 心 注入 一 层 水 或 正 丁 醇 (2 一 3mm 高 ) ,以 阻止 氧气 进入 凝 胶 溶 液 中 ,然后 静 
置 至 少 90min。 


三 、 不 连续 系统 中 的 上 层 浓 缩 胶 和 连续 系统 凝 胶 的 聚合 


连续 系统 只 含 一 种 凝 胶 , 它 和 不 连续 系统 中 的 浓缩 胶 具 有 相同 之 处 , 即 在 其 液 面 处 与 
空气 相 接触 ,因此 激活 剂 的 含量 应 相应 地 增加 ,在 10ml 凝 胶 溶 液 中 加 入 10% 过 硫酸 铵 
50Hl( 最 终 浓度 0.05% ) ,TEMED 原液 100l( 最 终 浓 度 0.1% )。 

同 前 将 激活 剂 混合 均匀 ,但 摇动 溶液 时 不 要 摇 得 过 于 剧烈 以 免 引 入 过 多 的 氧气 。 

吸 去 不 连续 系统 中 下 层 分 离 胶 上 的 水 分 ,以 连续 平稳 的 液 流 注 人族 胶 溶液 ,然后 小 心 
插 和 人 梳子 并 注意 不 得 在 齿 尖 留 有 气泡 。 

静 置 90min 以 上 以 保证 完全 聚合 。 

如 果 在 聚 胶 过 程 中 发 现 一 道道 纹 线 , 即 凝 胶 不 均匀 ,可 能 是 聚合 速度 太 快 或 激活 剂 未 
充分 混合 导致 局 部 浓度 过 高 。 

凝 胶 聚 合 的 速度 可 以 通过 紫外 吸收 检测 ,由 于 丙烯 酰胺 中 的 双 键 在 260nm 有 吸收 ， 
聚合 后 双 键 消失 , 光 吸 收 减低 。 将 凝 胶 溶 液 倒 人 石英 比 色 杯 中 ,可 观察 到 20 一 30min 后 光 
吸收 读数 开始 下 降 , 至 80min 以 后 趋 于 稳定 ,说明 聚 合 完成 。 


四 、 加 和 样 


将 聚合 好 的 凝 胶 板 安置 于 电泳 槽 中 ,加 入 上 下 槽 电泳 缓冲 液 后 ,小 心 拔 去 梳子 ,以 组 
冲 液 冲洗 加 样 槽 后 ,依次 加 入 标准 品 和 竺 分 析 样 品 。 注 意 加 样 时 间 要 尽量 短 , 以 免 样品 扩 
散 。 


五 ` 电 沪 


加 样 完 毕 , 盖 好 电泳 槽 盖子 并 选择 适当 的 电压 进行 电泳 。 通 常 ,在 不 连续 系统 中 ,上 
层 浓 缩 胶 的 电泳 电压 要 低 于 分 离 胶 的 电泳 电压 ,使 样品 更 好 地 进入 凝 胶 。 当 指示 剂 即 将 
走出 凝 胶 说 明 电 泳 基本 结束 。 


六 、 数 色 和 脱色 
电泳 完毕 需 通过 染色 和 脱色 评定 其 结果 的 优 劣 。 此 外 ,根据 不 同 的 研究 目的 ,也 可 将 
凝 胶 直接 进行 放射 自 显影 及 电 印迹 。 以 下 介绍 最 常用 的 染色 和 脱色 方法 。 
1. 考 马 斯 亮 蓝 染 色 


染色 液 为 0.1% 考 马 斯 亮 蓝 R-250,40% 甲醇 (或 乙醇 ) 和 10% 冰 醋酸 ,染色 0.5 一 ih。. 
脱色 液 为 10% 甲 醇 ( 或 乙醇 ) 和 10% 冰 醋酸 , 需 1 一 3h, 其 间 更 换 2 一 3 次 脱色 液 至 背 
。 82 四 








此 方法 检测 灵敏 度 为 0.1 一 1.0vg'。 


2. 银 染 法 


根据 Morrisey[2] 方 法 并 稍 加 改进 ,具体 步骤 如 下 : 

第 一 步 :电泳 结束 后 凝 胶 在 50% 甲 醇和 10% 冰 醋酸 中 浸泡 30min, 然 后 换 至 5% 甲醇 | 
和 7% 订 醋酸 中 30min。 | 

第 二 步 :10% 戊 二 醛 固 定 30min。 

第 三 步 : 重 蒸 水 中 漂洗 过 夜 或 2h( 中 间 更 换 三 次 水 ) ,这 一 步 根 据 电 泳 结束 的 时 间 选 
第 四 步 :在 Sug/ml 硫 苏 糖 醇 (DTT) 溶 液 中 浸泡 30min。 1 
第 五 步 :在 0.1%AgNO;( 定 影 液 ) 中 浸泡 30min。 
第 六 步 :在 水 中 迅速 漂洗 几 秒 钟 。 
第 七 步 :用 显影 液 (100ml 3%NaCD; 中 含 30ul 37% 甲醛 ,经 Millipore 膜 过 滤 ) 漂 洗 两 次 。 | 
第 八 步 : 在 显影 液 中 浸泡 至 蛋白 条 带 显 现 。 
第 九 步 : 在 S0ml 显影 液 中 加 入 Sml 2.3molLL 的 柠檬 酸 终止 显影 过 程 。 凝 胶 需 在 此 
终止 液 中 至 少 浸泡 10min。 

第 十 步 : 重 蒸 水 漂洗 三 遍 , 共 30min。 

第 十 一 步 : 凝 胶 在 0.03%NazCO; 溶液 中 浸泡 10min ,使 凝 胶 处 于 微 碱 性 环境 中 ,蛋白 
质 条 带 不 易 褪 色 。 

第 十 二 步 : 凝 胶 在 3% 甘 油 中 浸泡 30min 以 增加 有 柔软 性 ,然后 用 干 胶 机 或 简单 地 夹 在 
2 张 事先 润 湿 的 透气 玻璃 纸 中 (中 间 不 得 留 有 气泡 ) ,用 固定 夹 封 住 制 成 凝 胶 干 片 。 

需 注 意 以 上 每 一 步 凝 胶 在 溶液 中 都 要 在 水 平 播 床上 轻 轻 摇动 。 


2 





0 
从 
6.1 G-CSF 纯度 鉴定 ( 银 染 ) 图 6.2”GMFCSF 纯度 鉴定 ( 银 染 ) 中 
1,2,3 为 不 同 批号 的 重组 G-CSF 用 芋 基 乙醇 处 理 后 1,2,3 为 不 同 浓度 GM-CSF 用 劳 基 乙醇 处 理 后 | 
的 电泳 条 带 ;6,7,8 为 不 同 批号 的 重组 G-CSF 未 经 的 电泳 条 带 ;4,5,6 为 不 同 浓度 GM-CSF 未 经 上 
琉 基 乙醇 处 理 的 电泳 条 带 ;4,5 为 标准 蛋白 质 琉 基 乙醇 处 理 的 电泳 条 带 | 
| 
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此 方法 检测 灵敏 度 高 于 考 马 斯 亮 蓝 法 ,为 2 一 10ng'31, 常 可 用 于 鉴定 蛋白 质 的 纯度 
( 见 图 6.1, 图 6.2) ,但 是 由 于 不 同 蛋白 质 结 合 银 离 子 的 能 力 不 同 ,而 且 在 上 述 第 八 步 中 显 
影 时 间 的 长 短 将 明显 改变 蛋白 条 带 的 色 度 ,所 以 ,应 用 银 染 法 时 根据 蛋 白 质 条 带 次 浅 确定 
其 浓度 不 易 准 确 。 


3. 铜 、 锌 等 金属 离子 染色 法 


电泳 结束 后 凝 胶 在 水 中 漂洗 几 秒 钟 ,然后 浸泡 在 0.3molLL 的 CuCb (或 ZnCb 等 ) 溶 
液 中 ,并 在 室温 下 轻 摇 Smin, 这 时 若 在 凝 胶 背 面 衬 以 暗色 背景 , 即 可 观察 到 近乎 透明 的 蛋 
白质 条 带 的 显现 ,用 水 冲洗 2 一 3min 除去 过 量 的 染色 剂 后 ,可 保存 在 重 燕 水 中 以 3。 


而 二 于 站 古 加 护 


将 一 张 经 润 湿 的 玻璃 纸 ( 或 Whatman 3MM 滤纸 ) 平 整地 铺 于 干 胶 仪 桌面 上 , 凝 胶 置 
于 玻璃 纸 上 ,以 莱 馏 水 作 润 滑 剂 ,再 将 另 一 张 同样 经 润 湿 的 玻璃 纸 覆 盖 在 凝 胶 的 表面 ,小 
心 去 除 所 有 的 气泡 , 盖 上 密封 垫 膜 ,打开 真空 开关 使 密封 垫 膜 的 四 周密 封 于 干 胶 仪 上 ,加 
盖 后 开启 电源 进行 程序 干 胶 。 

凝 胶 也 可 在 室温 和 和 常 压 下 , 置 于 玻璃 纸 内 ,四 周 以 封条 密封 (不 能 留 有 气泡 以 免 破裂 ) 
后 进行 自然 干 胶 。 


第 四 下” 几 种 不 同 凝 胶 电 泳 系 统 及 其 应 用 


在 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 中 最 常用 的 是 SDS-PAGE, 它 被 广泛 应 用 于 蛋白 质 纯 度 鉴定 
和 分 子 质量 测定 ,下 面 介绍 适用 于 不 同 范围 蛋白 质 分 离 的 实验 方法 。 


一 、Laemmli 系统 


贮存 液 由 以 下 几 部 分 组 成 。 

中 贮备 胶 (30%T,2.67%C) : 称 取 29.2g 丙烯 酰胺 和 0.8g bis, 用 水 溶解 并 定 容 至 
100ml,Millipore 膜 过 滤 后 在 4 避 光 保存 。 

GO1.5molLL Tris-HCl,pH 8.8: 称 取 18.1Sg Tris, 用 60ml 重 蒸 水 溶解 ,再 用 1molAL 
盐酸 调节 至 pH8.8 ,然后 定 容 至 100ml,4XC 保存 。 

G)0.SmolLL Tris-HCl,pH 6.8: 称 取 6g Tris, 用 60ml 重 蒸 水 溶解 ,再 用 1molL 的 盐 
酸 调节 至 pH6.8, 然 后 定 容 至 100ml,4Y 保存 。 

则 10%SDS: 将 10g SDS 溶 于 80ml 重 蒸 水 中 并 轻 缓 搅拌 (室温 低 时 需 水 浴 加 热 溶 
解 ) ,再 定 容 至 100ml, 室 温存 放 。 

名 样品 缓冲 液 : 分 别 取 重 蒸 水 4.0ml,0.5molL Tris-HCl,pH6.8 缓冲 液 1.0ml ,甘油 
0.80ml,10%(x/V)SDS 1.6ml, 琉 基 乙 醇 0.4ml,0.1% (xyV) 溴 酚 蓝 0.2ml, 总 体积 为 
8ml, 加 样 前 样品 与 此 缓冲 液 以 1:4 混合 后 在 沸水 浴 中 加 热 4min。 

人 浓缩 电 泳 绥 冲 液 (5 x ) : 称 取 1$g Tris,72g 甘氨酸 ,S$g SDS, 用 水 溶解 至 1 000ml， 
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pH8.3 ,不必 调节 。 用 时 稀释 5 倍 。 
电泳 前 首先 根据 样品 分 子 质量 大 小 选择 适宜 的 凝 胶 浓 度 , 当 分 析 一 个 未 知 样品 时 , 常 
先 用 7.5% 的 标准 凝 胶 或 用 4% 一 10% 的 凝 胶 梯 度 来 测试 ,然后 选 出 适宜 的 浓度 。 


蛋白 质 分 子 质 量 范围 /4103Da 适宜 的 凝 胶 浓 度 /% 工 
<10 15 一 20 
10 一 50 15 
15 一 60 2 
15 一 100 10 
30 一 120 文 3 
30 一 200 4 
>200 2 一 5 
分 离 胶 配方 
15% 工 12%T 10% 工 7.5% 工 
重 蒸 水 2.35ml 3.35Sml 4.02ml 4.85ml 
1.5molML TrisHCI, pH 8.8 2.50ml 2.50ml 2.50ml 2.50ml 
30% 丙 烯 酰胺 /bis 5.0ml 4.0ml 3.33ml 2.50ml 
室温 脱 气 13min 
10%SDS 100 风 100Ml 100 品 100J 
10% 过 硫酸 铵 (新 鲜 配 制 ) 50 50 赂 50 凡 S0ul(0.05% ) 
TEMED 5 凡 5 品 5 品 Sul(0.05% ) 
总 体积 10ml 10ml 10ml 10ml 


浓缩 胶 配方 (4.0%T,0.125molLL Tris,pH6.8) 


重 蒸 水 3.05ml 
0.5molML TrisHCIL，pH6.8 1.25ml 
30% 丙烯 栈 胺 0.65ml 
室温 脱 气 1Smin 
10%SDS 50 赂 
10% 过 硫酸 匀 25uwl(0.05% ) 
TEMED 5l (0.1% ) 
总 体积 Sml 


在 Laemmli 系统 中 蛋白 质 分 子 质量 的 对 数值 和 其 相对 迁移 距离 呈 良 好 的 线性 关系 ， 
因此 适合 测定 蛋白 质 的 分 子 质量 。 根 据 一 系列 已 知 分 子 质量 蛋 白质 的 相对 迁移 距离 制 得 
标准 曲线 ,将 未 知 蛋 白质 的 相对 迁移 值 对照 标 准 曲线 即 可 获得 其 分 子 质量 数据 (图 6.3)。 

另外 ,将 标准 曲线 向 立轴 (log 分 子 质 量 ) 延 伸 可 得 Y 轴 截 距 , 即 相对 泳 动 为 零 时 的 分 
子 质量 值 , 也 就 是 说 当 蛋 白质 的 分 子 质量 大 于 此 值 时 将 不 能 进入 分 离 胶 中 ,Y 轴 截 距 的 数 
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使 基 罗 


汪 六 攻 多 和 0 


5.00 


4.80 


4.60 


log 分 子 质量 


4.40 


4.20 


0.2 0.4 0.6 


相对 迁移 


0.8 


图 6.3 标准 蛋白 质 及 重组 IL- 3 产品 鉴定 ( 考 马 斯 亮 蓝 染 色 ) 
1 一 5 为 不 同 批号 的 重组 白细胞 介 素 - 3;6 为 标准 蛋白 质 


值 大 小 可 体现 聚 胶 完全 程度 以 及 电泳 结果 的 重复 性 。 
表 6.1 列 出 了 商品 化 的 标准 蛋白 质 及 它们 的 分 子 质量 。 


表 6.1 标准 蛋白 质 及 其 分 子 质量 


蛋白 质 


胰岛 素 A 链 .了 B 链 (insulin A chain & B chain) 
牛 胰 和 蛋白酶 抑制 剂 标准 蛋白 质 及 其 分 子 质量 
(bovine pancreatic trypsin inhibitor) 

HIV 蛋白酶 (HIV protease) 

细胞 色素 c(cytochrome C) 

a- 乳 白 蛋白 (o-lactalbumin) 

溶菌 酶 (Lysozyme) 

核糖 核酸 酶 A(ribonuclease A) 

抹香鲸 肌 红 蛋白 (sperm whale myoglobin) 

B- 乳 球 蛋 白 (B-lactoglobulin) 

大 豆 胰 和 蛋白酶 抑制 剂 (soybean trypsin Inhibitor) 
7Y- 球 蛋白 轻 链 (7-globulin light chain) 

胰 蛋 白 酶 原 (trypsinogen) 

a- 胰 凝 乳 蛋白 酶 原 (ac-chymotrypsinogen) 
碳酸 栈 酶 (carbonic anhydrase) 


分 子 质量 
Z103Da 


2 


6.2 


蛋白 质 


内 切 糖苷 酶 H(endoglycosidase H) 
乳糖 脱 氢 酶 (lactate dehydrogenase) 

3 -磷酸 甘油 醛 脱 氢 酶 
(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) 
卵 白 蛋 白 (ovalbumin) 

Y- 球 蛋白 重 链 (7-globulin heavy chain) 
过 氧化 氢 酶 (catalase) 
牛 血清 白 蛋 白 (bovine serum albumin ) 
转 铁 蛋白 (transferrin) 

伴 白 蛋白 (conalbumin ) 

磷酸 化 酶 b(phosphorylase b) 

8B= 半 乳糖 苷 酶 (B-galactosidase) 

oa2 - 巨 球 蛋 白 (a2-macroglobulin) 

肌 球 蛋白 (myosin) 


二 、 大 妃 胶 系统 


-在 上 述 Laemmli 系统 中 , 交 联 度 C% 为 3%(3% 为 bis 的 质量 / 单 体 的 总 质量 ) ,但 是 
有 时 样品 中 的 蛋白 质 较 复 杂 时 ,在 一 块 单一 浓度 凝 胶 上 很 难 将 所 有 和 蛋白 分 离 ,比如 单 体 浓 
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度 工 为 12% 的 凝 胶 就 不 能 分 离 100kDa 以 上 的 蛋白 质 。 虽 然 梯度 凝 胶 可 以 拓宽 分 子 质量 
分 离 范围 ,但 操作 繁琐 。 以 下 介绍 一 种 大 孔径 凝 胶 , 它 可 以 在 一 块 凝 胶 上 分 离 分 子 质量 
10x 103 一 450 x 103Da 的 蛋白 质 ,比如 细胞 内 总 蛋白 分 析 。 这 种 凝 胶 还 可 以 允许 上 样 量 
高 达 200 风 ,并 仍 能 得 到 尖 罕 的 条 带 。 另 外 ,这 种 凝 胶 中 的 蛋白 质 更 容易 转移 至 膜 上 。 但 
是 由 于 大 孔 胶 系统 中 蛋白 质 分 子 质量 的 对 数值 和 其 相对 迁移 距离 的 关系 的 线性 程度 不 
佳 , 用 它 测定 蛋白 质 分 子 质量 的 准确 度 不 及 常规 的 Laemmli 系统 。 

大 孔 胶 的 配方 : 

分 离 胶 中 含 10% 丙烯 酰胺 ,0.1% bis, 0.4% SDS, 5% 甘油 , 200mmolML Tris， 
100mmolLL 甘氨酸 (不 必 调 节 pH) ,最 终 为 bH9.0。 聚 胶 时 加 入 0.1% 过 硫酸 铵 和 0.05% 
TEMED。 

浓缩 胶 中 含 4% 丙烯 酰胺 ,0.04% bis, 0. 4% SDS, 4mmolMLEDTA, 5% 甘油 ， 
70mmolLL Tris-HCl,pH 6.7。 聚 胶 时 加 入 0.1% 过 硫酸 铵 和 0.05%TEMED。 

上 槽 (负极 ) 电 泳 缓 冲 液 为 100mmolML Tris, 150mmolML 甘氨酸 ,0.1% SDS,pH8.45 
(不 必 调 pH)。 下 权 ( 正 极 ) 电 泳 缓冲 液 为 上 槽 电泳 缓冲 液 稀释 一 倍 。 电 泳 时 选择 恒 电压 
60V。 

样品 缓冲 液 中 含 8molLL 尿素 ,3%SDS,100mmolML DTT,0.005% 溴 酚 蓝 ,70mmolLL 
Tris-HCl,pH6.7。 上 样 前 于 沸水 浴 中 加 热 4min。 


三 、Tris-Tricine 系统 


此 系统 适合 小 分 子 蛋 白 和 多 肽 分 离 ,分 子 质 量 可 低 至 3 000Da( 图 6.4)。 


合成 Ins， 
STD 多 肽 〈60aa) A-B 链 





6.4 小 分 子 蛋白 质 和 多 肽 的 分 离 
(用 Tris-Tricine 系统 ) 
电泳 前 准备 下 列 溶液 : 
中 正极 (下 槽 ) 绥 冲 液 (10 x ,2.0molML Tris-HCl,pH8.9) :将 121.9g Tris 溶 于 400ml 
重 蒸 水 中 ,用 lmol/ML HCI 调 至 pH8.9 ,再 定 容 至 S00ml。 


。 洒 7 。 


@) 负 极 ( 上 槽 ) 绥 冲 液 (10 x ,1.0molLL Tris,1.0mol[L Tricine,1.0%SDS,pH8.25): 
将 60.5$g Tris,89.58g Tricine 及 S$g SDS 溶 于 400ml 重 蒸 水 中 ,用 lmol[L HCI 滴定 至 
pH8.45 ,加 水 至 最 终 体 积 为 S00ml。 

G@ 丙 烯 酰胺 溶液 (49.5%T,3%C) :将 48g 丙烯 酰 腕 和 1.$g bis 溶 于 100ml 重 蒸 水 
中 。 

田北 胶 缓 冲 液 (3x ) :将 181.$g Tris,1.Sg SDS 溶 于 400ml 重 蒸 水 中 ,用 lImol4L HCI 
滴定 至 pH 8.45 ,再 加 水 稀释 至 S00ml。 

@50%( ZXV) 甘 油 : 称 取 250g 甘油 加 重 蒸 水 混合 均匀 并 定 容 至 S00ml。 

以 上 溶液 需 经 Millipore 膜 过 滤 。 

@ 样 品 缓冲 液 :将 Iml 甘油 ,0.Sml 琉 基 乙醇 .0.4g SDS, lml 0.5SmolML TrisHCI， 
pH6.8 及 少许 溴 酚 蓝 (至 溶液 呈 棕 红色 ) 混 合 后 再 加 入 重 蒸 水 定 容 至 Sml。 上 样 前 将 样品 
与 相同 体积 的 样品 缓冲 液 混合 后 ,沸水 浴 加 热 2 一 4min。 


凝 胶 的 配方 
10% 分 离 胶 4% 浓 缩 胶 
单 体 溶 液 (49.5%T,3%C) 3.0ml 0.5ml 
50% 甘 油 4.0ml 
凝 胶 缓冲 液 (3x ) 3.0ml 2.Sml 
重 蒸 水 3.92ml 4.46ml 
脱 气 1Smin 
10% 过 硫酸 匀 75 几 37.5 咯 
TEMED 7.5 品 3.8 凡 
总 体积 14ml 7.5ml 


Tris-Trcine 系统 电泳 条 件 根据 不 同 仪 器 可 在 100 一 200V 之 间 选 择 。 
第 五 节 注意 事项 
一 、 形 成 凝 胶 的 试剂 要 有 足够 的 纯度 


丙烯 酰胺 是 形成 凝 胶 溶液 中 的 最 主要 成 分 ,其 纯度 的 好 坏 将 直接 影响 凝 胶 的 质量 ,两 
烯 酰胺 可 能 混 有 的 影响 凝 胶 形 成 的 杂质 有 :丙烯 酸 、 线 性 多 聚 丙烯 酰胺 金属 离子 等 。 

丙烯 酸 是 丙烯 酰胺 的 脱 氨 产 物 , 它 也 能 和 丙烯 酰胺 及 bis 发 生 共 聚合 ,从 而 导致 凝 胶 
中 部 分 区 域 的 pH 发 生 改 变 ,最 终 电泳 结果 产生 偏差 ,如 表现 为 :迁移 位 置 发 生 改 变 、 和 蛋白 
条 带 弯曲 不 平整 等 。 除 了 固体 丙烯 酰胺 中 可 能 含有 丙烯 酸 外 , 单 体 储存 时 间 过 长 (4 ,一 
个 月 以 上 ) ,也 将 有 部 分 丙烯 酰胺 水 解 成 丙烯 酸 。 

线性 聚 丙烯 酰胺 是 丙烯 酰胺 在 生产 加工 或 储存 时 污染 了 具有 催化 作用 的 杂质 引起 
“ 自 聚 合 ”, 凝 胶 溶液 中 混 有 这 种 丙烯 酰胺 的 聚合 物 后 将 造成 聚 胶 不 均匀 并 改变 凝 胶 的 孔 
径 ,从 而 影响 电泳 的 重复 性 。 

金属 离子 的 含量 超过 一 定 浓度 后 有 时 会 抑制 凝 胶 的 聚合 ,有 时 则 改变 一 些 蛋白 质 ( 尤 _ 
其 是 金属 结合 蛋白 ) 的 泳 动力 。 
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上 述 杂 质 虽 然 可 以 通过 一 些 物理 、 化 学 方法 检测 ,但 通常 都 是 根据 聚 胶 及 电泳 结果 推 
测 的 。 在 实验 室 中 可 以 通过 重 结晶 的 方法 纯化 丙烯 酰胺 ,但 由 于 丙烯 酰胺 单 体 具 有 神经 
毒性 ,一 般 应 尽量 避免 上 述 工 作 。 最 简单 的 方法 是 选择 质量 好 达到 电泳 纯 级 的 产品 。 另 
外 , 需 注 意 不 能 随便 倾倒 单 体 溶液 ,应 加 入 过 量 的 催化 剂 使 其 完全 聚合 成 无 毒性 的 聚 丙 烯 
酰胺 后 再 弃置 。 

甲 叉 双 丙烯 酰 腕 相对 于 丙烯 酰胺 在 单 体 溶液 中 含量 甚 少 ,但 也 可 能 混 有 上 述 几 种 杂 
质 , 造 成 同样 的 结果 。 

TEMED 中 混 有 氧化 试剂 后 其 自身 极 易 被 氧化 而 失去 催化 能 力 , 另 外 TEMED 的 氧 
化 产物 呈 黄 色 ,以 此 可 以 鉴定 TEMED 的 质量 。 如 果 无 法 获得 无 色 透 明 的 TEMED, 只 能 
适当 增加 用 量 以 保证 聚 胶 速 度 。 

过 硫酸 铵 容易 吸 潮 ,由 于 它 溶解 于 水 后 很 快 降解 失去 催化 能 力 , 因 此 潮解 后 的 过 硫酸 
铵 会 渐渐 失去 活性 。 保 存 固体 过 硫酸 铵 应 密闭 干燥 。 过 硫酸 铵 溶液 宜 制 胶 当 天 配制 。 另 
外 在 配制 凝 胶 溶 液 时 过 硫酸 铵 不 易 过 量 ,否则 会 使 蛋白 质 在 电泳 过 程 中 被 氧化 (主要 指 天 
然 无 变性 剂 凝 胶 ) 。 

凝 胶 溶 液 中 的 其 他 成 分 如 Tris 甘氨酸 、SDS、 尿 素 等 也 应 选择 纯度 较 高 的 产品 (分 析 
纯 以 上 ) ,以 避免 混 有 抑制 凝 胶 聚 合 的 杂质 。 


二 、 激 活 剂 的 用 量 


激活 剂 的 浓度 适当 与 否 不 仅 可 以 决定 凝 胶 聚 合 的 速度 ,也 将 影响 凝 胶 的 质量 。 增 加 
过 硫酸 铵 或 TEMED 的 用 量 ,将 使 丙烯 酰胺 聚合 链 长 度 缩短 , 凝 胶 会 变 得 脆弱 而 失去 应 有 
的 柔性 。 二 者 多 至 一 定 程 度 时 ,聚合 链 长 度 过 短 ,将 不 会 形成 肉眼 可 见 的 凝 胶 ,这 些 短 链 
多 聚 物 呈 溶液 状 , 只 是 其 黏度 较 聚 合 前 高 一 些 。 过 量 的 过 硫酸 镁 或 核 黄 素 还 将 氧化 蛋白 
质 尤其 是 含有 王 基 的 蛋白 质 , 使 它们 的 泳 动力 发 生 改变 ;而 过 量 的 TEMED 不 但 可 以 与 蛋 
白质 反应 使 其 电泳 条 带 位 置 偏 移 ,还 将 升 高 缓冲 液 的 pH。 

激活 剂 过 少 则 聚 胶 速度 过 慢 ,氧气 越 来 越 多 地 进入 单 体 溶液 中 抑制 聚合 过 程 , 最 终 凝 
胶 孔 径 扩 大 ,支撑 力 弱 而 易于 变形 。 另 外 ,未 聚合 的 丙烯 酰胺 和 bis 单 体 还 可 以 和 和 蛋 白质 
中 的 -氨基 、 莹 基 \ 酚 羟基 等 反应 ,造成 蛋白 质 泳 动力 改变 ,条 带 拖 尾 或 停滞 在 加 样 孔 。 
由 此 可 见 ,可 以 通过 激活 剂 的 用 量 控制 聚 胶 速度 ,保证 聚 胶 完全 并 提供 理想 的 凝 胶 质 
地 。 

对 于 非 连续 系统 中 的 下 层 分 离 胶 最 佳 聚 合 速度 是 从 加 入 过 硫酸 铵 和 TEMED 起 至 开 
始 出 现 凝 胶 的 时 间 为 15 一 20min( 并 不 是 此 时 已 凝聚 完全 )。 对 于 浓缩 胶 及 不 含 浓缩 胶 的 
连续 系统 ,最 佳 聚合 速度 为 8 一 10min 开始 可 见 聚 合 。 这 种 情况 凝 胶 与 大 气 接触 ,需要 增 
加 激活 剂 的 浓度 并 加 快 聚合 速度 。 总 之 ,要 掌握 一 个 原则 , 即 用 尽量 少 的 催化 剂 并 在 最 佳 
时 间 聚 合 。 

使 用 核 黄 素 的 优点 是 只 需要 很 少量 (5 一 10vg/L) 就 有 催化 活性 ,尤其 适合 于 缓冲 能 
力 较 弱 的 凝 胶 系 统 , 如 只 含有 两 性 电解 质 的 等 电 聚 焦 凝 胶 。 另 外 , 核 黄 素 具 有 抗 氧 化 能 
力 ,通常 用 它 作 为 激活 剂 时 ,聚合 物 在 30 一 60min 后 开始 呈 凝 胶 。 
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三 、 温 度 的 影 咖 


聚 胶 的 最 佳 温度 为 23 一 25Y ,需要 注意 灌 胶 前 单 体 溶液 (通常 置 于 4 冰箱 ) 及 玻璃 
板 或 管 (有 时 从 烘箱 取出 ) 也 要 平衡 至 此 温度 。 由 于 溶液 在 抽 真 空 时 仍 维持 较 低 温度 , 需 
待 其 升 至 室温 后 再 脱 气 。 另 外 ,升温 后 脱 去 氧气 的 速度 较 低 温 时 快 s 


四 、 和 氧气 的 影 曙 


氧气 会 与 被 激活 的 单 体 自由 基 作 用 抑制 聚合 过 程 ,因此 需 在 加 激活 剂 前 对 单 体 溶液 
脱 气 。 如 果 省 去 这 一 步骤 , 凝 胶 仍 能 聚合 但 需 更 多 的 激活 剂 ,并 且 不 能 保证 很 好 的 重复 
性 ,充分 去 除 氧 气 可 以 用 尽量 少 的 激活 剂 得 到 最 佳 聚 合 效果 。 通 常 在 较 好 的 真空 度 
( 受 125$torr，ltorr= lmmHg=1.33322 x 102?Pa) 脱 气 至 少 1Smin。 

使 用 核 黄 素 作 为 激活 剂 时 ( 核 黄 素 /ITEMED 系统 或 核 黄 素 /上 TEMED7/ 过 硫酸 铵 ) ,由 
于 核 黄 素 由 无 催化 活性 状态 转化 成 具有 催化 作用 的 形式 时 需要 少量 氧气 , 脱 气 不 能 太 完 
全 ,一 般 不 得 超过 Smin。 


五 、 凝 胶 添 加 剂 


凝 胶 中 常常 加 入 SDS、 尿 素 .Triton X-100 等 添加 剂 。SDS 加 入 后 不 会 对 凝 胶 的 聚合 
产生 影响 ,但 尿素 会 使 凝 胶 孔 径 变 小 ,这 一 特性 可 用 来 分 离 小 分 子 蛋白 质 或 多 肽 。 


六 、 到 胶 时 间 


虽然 应 用 过 硫酸 铵 /EMED 催化 后 灌 胶 15 一 20min 即 可 观察 到 凝 胶 的 形成 ,但 至 少 
需 90min 才能 保证 95% 以 上 的 单 链 聚合 成 长 链 以 及 具有 合适 的 孔径 大 小 。 采 用 核 黄 素 
时 聚 胶 时 间 更 长 ,但 它 一 般 用 于 等 电 聚 焦 即 根据 蛋白 质 的 电荷 性 质 进行 分 离 ,对 孔径 大 小 
要 求 不 高 ,因此 不 必 等 很 长 时 间 ( 完 全 聚合 需 8h)。 


七 、 单 体 的 浓度 %T,%C 


所 谓 单 体 浓 度 %T 是 指 单 体 总 质 质量 (再 多 栈 胺 + 双 否 短 酸 胺 ) 在 溶 被 宁 的 目 分 比 
(zaLV) ,可 选择 的 范围 为 3% 一 30% 。 单 体 浓度 增加 后 聚合 速度 将 加 快 ,因此 可 适当 减 
少 催化 剂 的 用 量 。 

%C 是 指 双 丙 炳 酰胺 与 单 体 总 质量 的 比值 (mz /zz )。 


人 、 探 作 注 意 只 


中 未 聚合 的 丙烯 酰胺 具 神 经 毒性 ,操作 时 应 戴 手 套 防护 。 
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@ 梳 子 插入 洲 缩 胶 时 ,应 确保 没有 气泡 ,可 将 梳子 稍微 倾斜 插入 以 减少 气泡 的 产生 ， 
梳子 拔 出 时 亦 应 小 心 ,不 要 破坏 加 样 孔 。 

图 电泳 槽 内 加 入 电泳 缓冲 液 后 ,清除 黏附 在 凝 胶 底部 的 气泡 ,以 保证 电泳 过 程 中 电流 
的 畅通 。 

田 加 样 前 可 先 用 电泳 缓冲 液 冲 洗 加 样 孔 ,这样 可 去 除 未 聚合 的 丙 烦 酰胺 。 

@@ 加 样 前 样品 应 先 离心 ,尤其 是 长 时 间 放 置 的 样品 ,以 减 小 蛋白 质 条 带 的 拖 尾 现象 。 

为 避免 边缘 效应 ,可 在 未 加 样 的 孔 中 加 入 等 量 的 样品 缓冲 液 。 

@ 样 品 缓冲 液 中 煮沸 的 样品 可 在 -207 保存 几 周 ,但 反复 冻 融 会 使 蛋白 质 降 解 。 

@@ 上 样 时 ,小心 不 要 使 样品 溢出 而 污染 相 邻 的 加 样 孔 。 

@ 电 泳 时 ,应 采用 恒 压 的 模式 ,这 样 蛋白 质 才 可 以 保持 恒定 的 电泳 迁移 率 '91。 低 电 
压 可 使 电泳 过 程 中 产 热 减 小 ,迁移 减 慢 ,同时 分 辩 率 会 和 消 有 下 降 。 

@ 为 减 小 蛋白 质 条 带 的 扩散 ,上 样 后 应 尽快 进行 电泳 ,电泳 结束 后 也 应 直接 进行 固定 
或 染色 。 

@@ 考 马 斯 亮 蓝 染 色 液 应 过 滤 后 使 用 ,以 免 未 浴 解 的 染料 沉积 于 胶 上 。 

@O 干 胶 前 可 将 凝 胶 浸 泡 于 5% 的 甘油 中 过 夜 ,这 样 可 减 小 干 胶 过 程 中 出 现 胶 破 
裂 L10] g 


( 宋 金 芳 ” 属 红 受 ) 
参考 文献 


1 Smith TI,Cromie R，Stainsby KK. Seeing Gel Wells Wel. Anal Biochem,1988 ,169:370 一 371 
2 Morrissey,JH. Silver stain for protein in polyacrylamide gels: a modified procedure with enhanced uniform sensitivity. 
Anal Biochem,1981,117:307 一 310 
3 _Giulian GG,Moss RL,Greaser M. Improved methodology for analysis and quantition of proteins on one-dimensional sil- 
ver-stained slab gels. Anal Biochem ,1983 ,129:277 一 287 
4 Dzaudu JE,Johnson J 下 ，Wise GE. Sodium dodecyl sulfate gel electrophoresis: staining of polypeptides using heavy metal 
salts。Anal Biochem,1988,174:157 一 167 
5 Lee C.Copper staining:a five-minute protein stain for sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gels， Anal Biochem ,1987， | 
166;308 一 312 | 
6 Laemmli UK.Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of bacteriophage IT4. Nature, 1970， 227: 
680 一 683 
7 Doeucet JP，Trifaro JM. A discontinuous and highly porous sodium dodecyl sulfate polyacrylamide slab gel system of high 
resolution. Anal Biochem,1988 ,168:265 一 271 
8  Schagger HH，Van Jagoe G. Tricine-sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis for separation of proteins in 
the range from 1 to 100 kDa. Anal Biochem,1987,166:368 一 373 
9 Hames BD，Rickwood D. Gel electrophoresis of proteins，In:A practical approach.， Oxford and Washington D.C:IRL 
Press. 1981 
10 Walker JM. Methods in molecular biology. Volume:Proteins. New Jersey:Humana Press,1984 





se = 





第 七 章 液 相 电 沪 


电泳 被 定义 为 荷 电 物质 (离子 ) 在 电场 中 因 受 吸引 或 排斥 而 引起 的 差 速 运动 。1925 
年 瑞典 Tiselius 继承 前 人 在 电泳 方面 的 工作 ,在 30 年 代 成 功 地 将 一 个 无 色 、 移 动 的 蛋白 
质 界面 的 折光 率 变化 定量 地 记录 下 来 ,从 而 把 液 相 界 面 移动 电泳 建立 成 一 个 分 析 方 法 ,并 
于 1948 年 获得 了 诺 贝尔 化 学 奖 。 随 后 ,许多 科学 家 在 此 基础 上 发 展 了 有 支撑 介质 的 区 带 
电泳 ,例如 纸 电泳 .琼脂 电泳 淀粉 凝 胶 电 泳 等 ,直到 现在 应 用 最 广泛 的 SDS-PAGE。 区 带 
电泳 的 优点 是 设备 简单 、 价 廉 ,分 析 量 在 微克 水 平 上 ,但 也 牺牲 了 液 相 界面 电泳 的 一 些 优 
点 。80 年 代 后 科学 家 们 又 考虑 到 液 相 电 泳 的 若干 特点 ,相继 发 展 了 超 微量 ,高 分 辨 率 的 
毛细 管 电 泳 和 制备 级 的 连续 自由 流 电泳 以 及 液 相 等 电 聚 焦 。 我 们 实验 室 近 年 来 相继 建立 
和 发 展 了 这 几 种 电泳 技术 ,并 统称 之 为 “第 二 代 液 相 电 泳 “ ,下 面 分 节 逐 一 介绍 。 


第 一 节 毛细 管 电泳 
一 况 


1. 发 展 史 


在 像 Tiselius 所 用 的 自由 溶液 中 的 电泳 方式 下 ,分 离 效 率 受 热 扩 散 和 对 流 的 限制 。 
因此 ,随后 发 展 的 各 种 电泳 都 在 抗 对 流 介质 (如 纸 电 泳 . 凝 胶 电 泳 ) 中 进行 。 尽 管 凝 胶 电 泳 
是 应 用 最 广泛 的 分 离 技术 之 一 ,但 分 析 时 间 长 ,效率 低 及 检测 和 自动 化 困难 等 依然 是 自身 
的 缺陷 。 由 于 细 径 毛细 管 自身 具有 抗 对 流 作 用 ,可 以 替代 原来 起 此 作用 的 凝 胶 介质 ,因此 
近年 来 细 孔 管 或 毛细 管 被 用 于 电泳 。20 世纪 80 年 代 初 ,很 多 科学 家 致力 于 发 展 微量 的 、 
没有 支撑 介质 的 液 相 毛细 管 电泳 -51 ,并 揭示 了 毛细 管 电泳 作 为 一 种 分 析 技 术 所 具有 的 
潜力 。 中 国 科学 院 化 学 所 竺 安 教授 也 很 早 从事 此 项 研究 。 自 1989 年 有 商品 化 仪器 供应 
后 ,毛细管 电泳 的 应 用 研究 更 是 日 新 月 异 !67] ,开始 主要 用 于 蛋白 质 和 多 肽 方面 ,以 后 应 
用 在 核酸 [8 ?1 、 糖 !00.21 维生素 .药品 检验 无 机 离子 环保 等 各 种 领域 , 和 HPLC 一 起 成 
为 分 析 方 法 中 互补 的 技术 。 

我 们 从 1990 年 开始 引用 这 项 技术 21 , 继 后 发 展 用 在 酶 活性 测定 5 、 磷 酸化 分 
析 : 61、 糖 研究 5257 -2 中 ,并 成 功 地 将 毛细 管 电泳 与 质谱 技术 联 用 [22-55]。 本 章 仅 就 毛细 管 
电泳 概念 和 我 们 在 应 用 中 的 体会 作 一 介绍 。 


2. 基本 原理 
(1) 毛细 管 电泳 
所 谓 毛细 管 电泳 是 在 内 径 为 25 一 100pm 的 弹性 石英 毛细 管 中 进 行 电 泳 ,毛细 管 中 填 . 
充 了 缓冲 液 或 凝 胶 。 与 平板 凝 胶 电 泳 相 比 ,毛细 管 电泳 可 以 减少 焦耳 热 的 产生 ,这 主要 是 
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由 于 毛细 管内 径 细 ,因此 表面 积 与 体积 比 大 ,易于 扩散 热量 。 另 外 ,电泳 时 毛细 管 的 高 电 
阻 限制 了 电流 的 产生 和 管内 发 热 ,选用 高 电压 (10 一 30kV) 产 生 高 电场 强度 (100 一 500V7 
cm) ,但 仍 可 维持 较 小 的 电流 。 毛 细 管 电泳 通常 在 高 电场 下 进行 ,可 以 缩短 分 析 时 间 并 且 
提高 分 辩 率 ,其 理论 塔 板 系数 可 高 达 10"。 电 泳 所 需 样品 体积 很 小 (1 一 5S0nl 的 进 样 体 
积 ) ,上 且 多 种 分 离 模 式 能 改变 选择 性 ,扩大 应 用 范围 。 
(2) 毛细 管 电泳 仪 

目前 生产 毛细 管 电 泳 仪 的 厂商 不 下 数 十 家 ,其 基本 结构 都 是 由 毛细 管 、 高 压 电 源 、 电 
极 及 电极 液 在 线 检测 器 恒温 装置 .样品 盘 数据 收集 和 处 理 系统 等 组 成 ,如 图 7.1 所 示 。 





缓冲 液 自动 进 样 器 


图 7.1 毛细 管 电泳 仪 结 构图 


毛细 管 是 由 熔融 石英 (fused silica) 制 成 的 ,内 径 通 常 为 25 一 7Sum, 外 径 为 350 一 
400pm, 在 其 外 壁 涂 有 一 层 聚 亚 胺 (polyimide) 保 护 层 ,使 得 毛细 管 有 一 定 柔 性 不 易 折 断 。 
在 检测 窗口 需 将 这 层 保护 材料 去 除 ( 可 用 小 火 灼 烧 几 毫米 ,再 用 乙醇 将 黑 灰 抹 去 ) 。 去 除 
了 保护 层 的 毛细 管 非常 脆弱 ,容易 折断 ,操作 时 要 格外 小 心 。 

毛细 管 电泳 仪 的 高 压 装置 一 般 可 允许 电压 高 至 30kV, 最 大 电流 为 200 一 300mA, 并 
且 可 改变 其 正 、 负 极 方 向 。 

在 电泳 过 程 中 ,毛细管 两 端 及 电极 插 至 电极 液 中 ,此 电极 液 通常 与 管 中 的 缓冲 液 一 
致 。 正 、 负 两 电极 连接 至 高 电压 装置 。 进 样 时 样品 盘 移动 ,使 毛细 管 的 进 样 端 及 此 端的 电 
极 ( 通 常 是 正极 ) 准 确 择 入 样品 管 中 ,给 予 一 定 电 场 或 压力 后 ,样品 被 吸入 毛细 管内 ,然后 
再 将 毛细 管 移 至 电极 液 中 开始 电泳 。 

常用 的 检测 方式 是 紫外 -可 见 光 吸 收 。 检 测 器 位 于 距 样品 盘 约 毛细 管 总 长 的 2/3 至 
4A 避 处 ,对 毛细 管 壁 内 部 分 进行 光 聚 焦 。 此 外 ,荧光 激光 诱导 荧光 、 质 谱 等 检测 方法 也 被 
应 用 于 毛细 管 电泳 。 

虽然 毛细 管 的 内 径 很 细 , 有 助 于 散热 ,但 是 由 于 1 的 温度 变化 会 引起 缓冲 液 黏度 
2% 一 3% 的 差异 ,因此 仍 需 借 助 有 效 的 散热 装置 ,如 简单 的 风扇 以 及 含有 致 冷 液体 的 冷却 
系统 。 理 论 上 ,液体 冷却 的 效果 更 好 ,但 如 果 空 气流 动 速度 达到 10mAs 时 ,也 足以 能 够 将 
电泳 产生 的 热量 散 去 ,使 毛细 管 周围 的 温度 调节 至 +0.17 的 范围 内 。 

(3) 电 渗 流 
毛细 管 电泳 操作 中 一 个 必需 考虑 的 因素 是 电 渗 流 (EOF) 。 电 渗流 是 毛细 管内 壁 表 面 
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电荷 所 引起 的 管内 液体 的 整体 流动 ,来 源 于 外 


| 
一 和 + OKH 一 一 节 一 OH + HT 加 电场 对 管 深 液 到 电 层 的 作用 , 它 通过 对 注 
质 消 度 春 加 一 个 体 相 流速 来 控制 溶质 在 毛细 
2 管内 停留 的 时 间 。 
0 在 水 溶液 中 大 多 数 固体 表面 都 带 有 多 余 


(额外 ) 的 负电 荷 ,这 是 由 于 酸 - 碱 平衡 造成 的 
离子 化 和 (或 ) 固 体 表 面 吸附 了 离子 基 团 。 构 
成 毛细 管 的 熔融 石英 由 硅 醇 (一 SiOH) 组 成 , 它 在 水 溶液 中 以 一 SiO 一 形式 存在 (一 SOH 
的 解 离 常 数 约 为 pH 1.5)。 
为 了 维持 电荷 平衡 ,溶液 中 的 正 离子 吸附 至 石 高 oH 


英 表 面 形 成 双 电 子 层 , 当 在 毛细 管 两 端 施 加 了 电压 本 下 耻 可 刁 王 三 二 请 人 


-_ Yeo<- 一 一 一 ”~Vep 


后 ,这 一 层 正 离子 趋向 负极 移动 ,并 带动 毛细 管 中 二 二 
的 溶液 以 液 流 (bulk solution ) 的 形式 移 向 负极 (图 

7.2) ,这 一 现象 称 为 电 活 (electroosmosis) 或 电 活 流 低 pH 

(electroendosmotic flow,EOF)。 由 于 毛细 管 的 表面 人 0 

积 与 体积 之 比 大 , 且 电 泳 时 使 用 了 高 电压 , 电 渗流 


在 毛细 管 电泳 中 常常 起 着 不 可 忽视 的 作用 。 


癌 
1 
人 由 二] 
| 
异 


图 7.2 电 渗 流 示 意图 


电 渗 流 的 大 小 可 以 下 面 两 个 公式 表示 : OO 
VEor =《〈s5L]T) 卫 分 子 泳 动 方向 
PEOF 一 e5LT1 


式 中 VEor 为 电 渗流 速率 ;ppor 为 电 渗流 泳 动力 ;5 为 电势 能 ;e 为 双 电子 常数 ; 7 为 溶液 的 
黏度 。 

5 势能 是 由 毛细 管 壁 的 表面 电荷 决定 的 ,而 表面 电荷 依赖 于 溶液 的 DEL 因此 电 渗流 
和 电泳 缓冲 液 的 pH 密切 相关 。 在 高 pH 环境 中 硅 醇 基 团 易 于 去 质子 化 , 电 渗流 大 于 低 
pH 溶液 。 

5 势能 和 缓冲 液 的 离子 强度 也 有 关 , 增 大 溶液 的 离子 强度 即 减少 5 势能 ,也 就 降低 了 
电 活 作 用 。 

电 渗 作用 特点 之 一 是 液体 沿 着 毛细 管 壁 均匀 流动 ,因而 其 前 沿 是 平头 的 ,不 同 于 高 效 
液 相 色 谱 中 泵 推动 的 液体 流动 呈 圆 弧 状 。 

另 一 特点 是 电 渗 使 得 携带 不 同 电荷 的 分 子 朝 一 个 方向 移动 ,不 带电 荷 的 中 性 分 子 也 
能 随 着 电 渗流 一 起 移动 。 一 般 情 况 下 , 电 渗流 的 方向 是 由 正极 到 负极 。 

电 渗 的 上 述 两 个 优点 在 毛细 管 电泳 分 离 中 起 着 有 益 的 作用 ,但 是 在 实验 中 有 时 能 够 
发 现 选 择 过 高 pH 缓冲 液 进行 电 泳 时 电 渗 流 太 快 以 至 不 能 将 被 分 析 物 分 开 ; 而 选择 过 低 
pH 缓冲 液 时 ,毛细 管内 壁 的 负电 荷 也 能 吸附 被 分 析 物 中 带 正 电荷 的 分 子 。 

测定 电 沙 流 的 大 小 可 采用 中 性 标准 物质 ,如 二 甲 基 亚 砚 (DMSO)、 氧 化 甲 基 在 
(mesityloxide) 以 及 丙酮 。 


3. 影响 因素 


在 毛细 管 电泳 中 ,分离 效 率 的 好 坏 取决 于 区 带 的 分 散 情 况 ,而 引起 区 带 分 散 的 因素 很 
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多 ,最 重要 的 有 焦耳 热 引 起 的 温度 梯度 、. 进 样 长 度 溶质 与 毛细 管 壁 的 相互 作用 、 样 品 和 组 
冲 液 电导 不 匹配 等 。 
(1) 焦耳 热 

在 毛细 管内 进行 电泳 的 一 个 主要 的 好 处 是 减 小 了 曾 限制 传统 电泳 技术 的 热效应 。 热 
效应 可 导致 不 均匀 的 温度 梯度 和 局 部 的 黏度 变化 ,从 而 引起 区 带 变 宽 。 尽 管 在 毛细 管 电 
泳 中 高 电场 强度 提供 高 分 离 效 率 ,但 它 所 带 来 的 收获 最 终 将 受到 焦耳 热 的 限制 。 

电流 作用 下 ,温度 的 上 升 与 产生 的 功率 有 关 , 并 由 毛细 管 尺 才 溶液 的 电导 和 外 加 电 
压 所 决定 。 因 此 ,降低 电场 强度 , 减 小 毛细 管内 径 ,降低 缓冲 液 浓 度 和 离子 强度 , 主动 控 温 
等 方法 都 可 有 效 地 减 小 温度 梯度 ,但 同时 可 能 损失 一 定 的 分 离 效率 。 

(2) 进 样 长 度 

在 进 样 过 程 中 , 减 小 样品 长 度 ( 进 样 量 ) 非 常 重 要 ,如 其 长 度 超过 因 扩散 造成 的 区 带 分 
散 ,分离 效率 将 受 影响 。 在 实际 操作 中 ,对 进 样 长 度 的 限制 是 低 于 毛细 管 总 长 度 的 1% 一 
2%。 对 于 70cm 长 的 毛细 管 ,1% 的 长 度 相 当 于 7mm( 或 14nl,50wm 内 径 )。 

(3) 溶质 与 毛细 管 壁 的 相互 作用 

溶质 与 毛细 管 壁 之 间 的 相互 作用 可 能 会 出 现 拖 尾 峰 甚 至 发 生 对 溶质 的 完全 吸附 , 引 
起 吸附 的 主要 原因 是 阳离子 溶质 与 负电 表面 之 间 的 离子 相互 作用 和 玻 水 相互 作用 ,对 多 
肽 和 蛋白质 来 说 这 种 吸附 作用 特别 严重 。 

可 以 采取 多 种 方法 来 减 小 溶质 与 管 壁 的 相互 作用 。 如 增加 缓冲 液 浓度 可 以 降低 有 效 
表面 电 人 和 荷 来 减 小 溶质 与 管 壁 的 相互 作用 ;选择 高 离子 强度 溶液 ,尤其 是 两 性 离子 缓冲 体 
系 。 限 制 吸附 的 另 一 尝试 是 在 极端 pH 下 进行 分 离 。 在 低 pH 下 (pH 2 一 3) , 电 渗流 接近 
于 零 , 但 因 蛋 白质 可 以 质子 化 而 带 正 电荷 ,它们 仍 可 向 负极 迁移 ;正高 pH 下 (pH 为 9 一 
10) ,毛细 管 壁 和 溶质 都 将 解 离 而 带 负 电 ,溶质 与 管 壁 的 相互 作用 则 因 电 荷 之 间 的 排斥 受 
到 限制 。 对 毛细 管 进行 涂 层 处 理 , 通 过 降低 相互 作用 的 自由 能 来 抑制 吸附 ,也 是 一 种 有 效 
的 方法 。 

(4) 电 分散 作 用 

样品 和 缓冲 液 电 导 不 匹配 时 会 引起 各 区 带 中 电场 强度 的 变化 ,从 而 导致 了 峰 形 畸变 ， 
这 种 现象 为 电 分 散 作用 。 当 样品 电导 高 于 缓冲 液 电导 时 ,样品 的 前 沿 将 会 扩散 而 后 沿 尖 
锐 ; 相 反 , 当 样 品 电导 高 于 缓冲 液 电 导 时 ,前 沿 尖锐 而 后 沿 扩散 ; 当 两 者 电导 相同 时 , 峰 形 
对 称 。 峰 形 畸 变 这 种 现象 只 能 通过 缓冲 液 和 样品 电导 之 间 的 匹配 才能 消除 ,但 在 分 离 度 
不 受 影响 情况 下 是 可 以 忽略 的 。 


至 < 和 性 息 ( 科 


(1) 设备 和 材料 
包 毛 细 管 电泳 仪 ;四 毛细 管 ;@ 脱 气 装置 (水 泵 ) ;四 移 液 器 ;@Eppendorf 管 ,Tip;@ 离 
心机 ;pH 计 ;@ 过 滤器 ;@ 微 孔 膜 (0.22pm) ;四 针 简 (10ml) 。 
《2) 试剂 
中 氢 氧 化 钠 ;@ 盐 酸 ;@ 磷 酸 氢 二 钠 ;@@ 磷 酸 二 氢 钠 ;@ 和 氧化 钠 ;@ 乙 酸 钠 。 
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(3) 有 蛋白质 和 多 肽 

中 多 肽 Kemptide;@ 和 蛋白 激酶 A;@ 巨 噬 细 胞 集落 刺激 因子 (GM-CSF ) ;外 核糖 核酸 
酶 T1;@ea - 乳 清 蛋白 ;@ 胰 凝 纪 蛋 白 酶 原 A;@ 溶 菌 酶 ;@vu -乳白 蛋白 ;@ 碳 酸 酬 酶 ;四 卵 
白 蛋 白 ;@ 牛 血清 白 蛋白 ;@ 电 碳酸 栈 酶 b; 四 8 - 半 乳 糖苷 酶 ;@ 肌 球 和 蛋白;@ 肠 促 胰 酶 肽 片 
段 。 


二 、 基 本 操作 步 儿 


毛细 管 电泳 的 基本 步骤 包括 清洗 毛细 管 、 更 换 电泳 缓冲 液 、. 进 样 \. 电 泳 并 同时 在 线 检 
测 。 
(1) 清洗 毛细 管 

对 于 一 根 新 的 或 久未 使 用 的 毛细 管 , 需 用 lmolLL 的 NaOH 溶 液 .0.1molML NaOH 溶 
液 . 超 纯 水 依次 清洗 。 在 某 些 情况 下 还 需 用 0.1molLL HCL 甲醇 或 去 垢 剂 清洗 。 强 碱 溶 
液 可 以 清除 吸附 在 毛细 管内 壁 的 油脂 、 蛋 白质 等 ,强酸 溶液 可 以 清除 一 些 金属 或 金属 离 
子 , 甲 醇 去 拍 剂 可 去 除 玻 水 性 强 的 杂质 。 

每 次 在 进行 分 析 前 可 用 相当 于 毛细 管 总 体积 2 一 3 倍 的 0.1mol[LL 的 NaOH 溶液 清 
洗 一 遍 , 一 般 为 2 一 3min, 而 后 注 和 人 电泳 缓冲 液 ， 以 保证 分 六 等 采 的 豆 和 全 。 
(2) 更 换 电 泳 缓 冲 液 

清洗 液 .电极 液 ( 电 泳 缓冲 液 ) 样品 均 置 于 可 旋转 的 进 样 盘 中 。 按 照 设 定 的 指令 , 毛 
细 管 电泳 仪 可 自动 转动 进 样 盘 ,将 一 端 (通常 是 正极 端 ) 的 毛细 管 和 电极 揪 和 人 电泳 缓冲 液 
中 ,并 将 缓冲 液 吸 入 或 推进 至 毛细 管 中 。 上 一 步 清洗 过 程 结束 后 ,毛细 管 和 电极 从 清洗 液 
中 移 至 电泳 缓冲 液 ,不 可 避免 地 将 强 碱 或 强酸 等 溶液 带 至 其 中 。 吸 取样 品 后 ,毛细管 外 辟 
黏附 的 样品 液 也 会 污染 电泳 缓 神 液 。 绥 冲 液 本 身 置 于 样品 盘 中 也 会 因 挥发 而 改变 其 离子 
强度 。 因 此 ,对 于 精确 分 析 , 每 分 析 5 次 后 需 更 换 一 次 样品 盘 中 的 缓冲 液 。 一 般 分 析 时 ， 
半天 更 换 一 次 即 可 。 

有 些 品牌 的 毛细 管 电泳 仪 具 有 自动 更 换 电泳 缓冲 液 的 功能 ， 即将 进 样 盘 中 已 用 过 的 
缓冲 液 排 人 废 液 瓶 中 ,并 从 贮存 瓶 中 引入 新 鲜 的 溶液 。 
(3) 进 样 

有 4 种 进 样 方式 。 

第 1 种 在 毛细 管 进 样 端 施加 一 定 压力 推 人 样品 。 

第 2 种 将 出 口 端 连接 真空 装置 吸取 样品 。 这 两 种 进 样 方式 称 为 流体 静 力 (hydrody- 
namic) 方 式 , 其 优点 是 进 样 体 积 和 样品 浓度 样品 溶液 离子 强度 等 基本 无 影响 。 

第 3 种 方式 为 电动 (electrokinetic) 进 样 , 即 在 一 定 的 电场 下 ,样品 通过 电 渗流 及 自身 
的 泳 动力 进入 毛细 管 中 。 这 种 方式 的 上 样 量 受 电 渗 、 样 品 浓度 、 样 品 分 子 的 泳 动力 以 及 样 
品 溶液 中 无 机 离子 的 多 少 及 种 类 等 多 种 因素 影响 ,因此 其 进 样 的 重复 性 不 如 前 者 。 但 是 ， 
当 毛 细 管 中 填 充 了 黏 性 较 大 的 介质 或 凝 胶 时 ,只 能 选择 电动 进 样 方式 。 

第 4 种 为 虹吸 , 即 依靠 毛细 管 进 样 口 端 与 出 口 端 位 置 的 高 低 吸入 样品 。 

无 论 采 用 何 种 进 样 方式 ,毛细管 插 人 样品 溶液 的 深度 一 般 要 低 于 毛细 管 总 长 度 的 
1% 或 2% 。 以 尽量 减少 样品 溶液 经 毛细 吸附 进入 毛细 管 , 从 而 影响 进 样 量 的 精确 性 ; 样 
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品 管 中 溶 液 最 少 需 $ 几 , 进 样 体 积 为 1 一 50nl。 因 此 ,每 次 分 析 所 耗 的 样品 量 只 及 其 
1XL000。 样 品 可 多 次 分 析 ,或 经 毛细 管 电泳 后 再 进行 HPLC 分 离 序列 测定 等 工作 。 

为 防止 样品 挥发 造成 浓度 改变 ,可 对 样品 管 加 橡皮 盖 , 盖子 中 间 留 有 一 缝 院 ,毛细管 
和 电极 可 以 自由 出 人 。 将 样品 盘 连 接 至 外 围 的 冷却 装置 也 可 减少 样品 的 挥发 ,并 且 还 可 
保持 蛋白 质 的 活性 。 

虽然 绝 大 多 数 仪器 进 样 时 间 可 精确 至 0.1s, 但 是 由 于 毛细 管 在 插入 样品 管 时 不 可 避 
免 地 会 黏附 一 些 溶液 , 进 样 时 间 过 短 会 影响 分 析 结果 的 重复 性 。 通 和 常 进 样 时 间 可 选择 
0.5 一 1s, 此 时 黏附 的 样品 量 相对 于 应 吸入 的 体积 可 以 忽略 不 计 。 

受 毛细 管内 总 体积 的 制约 ,对 于 浓度 很 稀 的 样品 ,毛细管 电泳 不 能 像 HPLC 那样 可 
以 加 大 进 样 量 来 提高 检测 灵敏 度 ,但 是 可 以 采取 一 些 措施 得 以 改善 。 

首先 可 以 通过 样品 缓冲 液 和 电泳 缓冲 液 离子 强度 的 不 同 来 实现 。 当 样品 缓冲 液 的 电 
导 明 显 低 于 (100 倍 以 上 ) 电 泳 缓冲 液 的 电导 时 ,一旦 在 毛细 管 两 端 通 上 电压 ,可 在 样品 区 
带 前 形成 一 个 更 大 的 电场 ,使 得 样品 溶液 中 的 分 子 迁 移 更 快 。 当 这 些 分 子 趋向 于 到 达 电 
泳 缓冲 液 边界 时 ,这 个 附加 产生 的 电场 减弱 ,这 些 分 子 迁 移 减 慢 ,直至 样品 移 至 电泳 缓冲 
液 边 界 ,样品 区 带 内 电场 均一 。 样 品 区 带 由 宽 变 罕 ,样品 中 各 成 分 得 以 浓缩 。 

假如 样品 缓冲 液 和 电极 缓冲 液 的 电导 相同 ,而 样品 浓度 较 稀 ,不 适合 再 作 稀释 ,可 以 
在 进 样 前 先 吸 和 一些 水 ,也 能 达到 浓缩 的 目的 。 无 论 采 取 何 种 进 样 方式 ,上 述 方 法 都 可 以 


使 样品 自动 堆积 浓缩。 
必须 注意 的 是 ,采取 这 种 浓缩 堆积 方法 时 ,由 于 在 堆积 区 带电 势 陡 降 , 会 导致 此 区 带 
温度 升 高 。 


另外 ,有 报道 将 若干 根 毛细 管 平行 排列 成 毛细 管束 进行 电泳 以 提高 分 析 灵 人 敏 度 [26] ， 
不 过 此 法 需 在 改进 的 仪器 上 进行 。 
(4) 电泳 和 检测 

石英 毛细 管 可 以 透 过 190 一 700nm 范围 内 的 光 , 在 实验 时 应 尽量 选用 低 波 长 检测 以 
提高 灵敏 度 。 与 此 相应 ,电泳 缓冲 液 必 需 在 低 紫 外 波长 下 的 吸收 值 低 ,否则 会 增加 基线 品 
声 并 降低 检测 信号。 磷酸 盐 、 硼 酸 盐 等 无 机 盐 缓 冲 液 符合 上 述 条 件 ,因而 被 广泛 使 用 。 选 
用 生物 实验 中 常见 的 HEPES CAPS Tris 等 缓冲 液 时 检测 波长 不 得 低 于 21Snm。 

采用 荧光 或 激光 诱导 荧光 检测 ,非常 灵敏 ,质量 检测 限 最 高 可 达 10 %%mol, 但 常常 需 
要 样品 衍生 化 。 

在 分 析 稀 浓度 样品 时 ,也 可 以 通过 扩展 检测 光 程 来 提高 灵敏 度 。 具 体 方法 是 安装 在 
检测 窗口 处 呈 球 泡 状 的 毛细 管 ,或 在 此 处 加 工 成 “Z" 字 形 结构 。 

与 检测 器 相连 的 记录 系统 (记录 仪 、 积 分 仪 .电脑 等 ) , 除 可 显示 分 离 图 谱 外 ,还 可 以 根 
据 峰 面积 积分 进行 定量 分 析 。 但 是 ,和 HPLC 不 同 ,不 同 的 分 子 在 毛细 管 电泳 中 的 泳 动 
速率 不 一 致 导致 泳 动 慢 的 分 子 积分 面积 大 ,这 时 可 以 将 峰 面 积 除 以 迁移 时 间 进 行 校 正 。 


四 、 毛 细 管 电泳 分 离 模式 及 应 用 


与 HPLC 相似 ,毛细 管 电泳 根据 不 同 的 分 离 机 制 , 有 多 种 分 离 模式 ,其 中 在 蛋白 质 化 
学 研究 中 经 常 应 用 的 模式 见 表 7.1。 
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表 7.1 毛细 管 电泳 分 离 模式 


模式 分 离 机 制 
毛细 管区 带电 泳 (CZE) 荷 质 比 差异 
微 团 电动 毛细 管 色谱 (MECC) 与 微 团 的 朴 水 /离子 交 联 
毛细 管 筛 分 电泳 (CSE) 大 小 与 电荷 
毛细 管 等 电 聚 焦 (CIEF) 等 电 点 


下 面 分 别 就 上 述 模式 的 特点 及 其 应 用 进行 介绍 。 
1. 毛细 管区 带电 泳 (capillary zone electrophoresis, CZE ) 或 称 自由 溶液 毛细 管 电 泳 


(free solution capillary electrophoresis,FSCE ) 


毛细 管 中 充 满 了 电泳 缓冲 液 后 ,由 于 电 渗 的 作用 ,分 析 物 中 带 正 负电 荷 及 中 性 的 分 
子 均 能 向 一 个 方向 移动 ,但 是 不 同 的 中 性 分 子 没有 自身 的 泳 动力 ,都 和 电 渗 流 共 迁 移 , 它 
们 之 间 不 能 分 开 。 

由 于 CZE 具有 与 反 相 HPLC 不 同 的 分 离 机 理 , 且 其 理论 塔 板 系数 不 亚 于 后 者 ,可 成 
为 后 者 的 一 项 互补 技术 ,尤其 对 于 亲 水 多 肽 的 分 离 分 析 具 有 一 定 的 优越 性 。 在 某 种 程度 
CZE 较 HPLC 更 方便 ,有 更 多 的 选择 性 , 只 需 改 变 电 泳 缓冲 液 的 条 件 ,( 如 pH 离子 强度 
等 ) ,不 必 更 换 毛 细 管 。 在 合适 的 电泳 条 件 下 ,毛细 管 电泳 可 以 分 辨 多 肽 的 细微 结构 差异 ， 
如 C 端 的 酰胺 化 与 去 酰胺 化 ,单个 氨基 酸 残 基 的 替换 ,氨基 酸 组 成 相同 而 序列 不 同 的 多 
肽 也 能 区 别 开 , 甚 至 表面 电荷 不 同 而 一 级 结构 相同 的 多 肽 也 有 可 能 分 离开 。 还 有 报道 用 
FSCE 帮助 确定 多 肽 内 是 否 存在 二 硫 键 53] 。 

图 7.3 为 多 肽 kemptide 经 蛋白 激酶 A 作用 后 的 磷酸 化 产物 与 底 物 的 分 离 图 谱 。 由 
于 毛细 管 电泳 分 析 快 速 ,我 们 以 此 建立 了 测定 蛋白 激酶 A 活性 的 方法 ,其 灵敏 度 、 精 确 性 
和 线性 范围 均 不 亚 于 经 典 的 同位 素 法 45]。 
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图 7.3 多 肽 kemptide 与 其 磷酸 化 产物 的 分 离 图 谱 
S 为 底 物 kemptide,P 为 磷酸 化 产物 


在 运用 CZE 这 一 模式 进行 分 析 时 首先 要 考虑 的 是 如 何 选择 缓冲 液 ,一 般 掌握 的 原则 
是 : 山 在 所 选择 的 pH 范围 内 有 很 强 的 缓冲 能 力 ;@ 在 所 选择 的 检测 波长 缓冲 液 本 底 吸收 
低 ;G@) 溶 液 中 的 离子 泳 动力 低 ( 即 结构 大 、 带 电荷 少 ) ,从 而 可 以 减少 电流 。 

表 7.2 为 在 CZE 中 常用 的 缓冲 液 及 其 pK。 值 ,可 供 参考 。 


“有 8 





表 7.2 常用 缓冲 液 及 其 p 开 ,。 值 


磷酸 盐 2.12(pKa) MOPS 7520 
柠檬 酸 盐 3.06(pKa ) 磷酸 盐 7.21(pKae) 
甲酸 盐 5 村 7 TES 7.50 
琥珀 酸 盐 (succinate) 4.19(pKa) HEPES 7.55 
柠檬 酸 盐 4.74(pPKa) HEPPS 8.00 
乙酸 盐 4.75 Tricine 8.15 
柠檬 酸 盐 5.40(PKa) 甘 氨 酰 甘氨酸 8.25 
琥珀 酸 盐 5.57(pKe) Tris 8.30 
MES 515 Bicine 8.35 
ADA 6.60 Morpholine 8.49 
BlIS-TRIS 丙烷 6.80 硼酸 盐 9.24 
PIPES 6.80 CHES 9.50 
ACES 6.90 CHAPSO 9.60 
MOPSO 6.90 CAPS 10.40 
Imidazole 7.00 12.32(pKa) 





图 7.4 为 用 不 同 pH 的 缓冲 液 鉴 定 遗 传 工 程 重 组 蛋白 GM-CSF 的 纯度 。 可 以 发 现在 
pH7.0 的 磷酸 缓冲 液 中 样品 的 不 均一 性 更 加 明显 。 由 此 建议 ,用 毛细 管 电泳 鉴定 遗传 工 
程 产 品 时 , 宜 选 择 多 种 缓冲 液 进 行 分 析 。 一 般 选 在 蛋白 质 pT 的 两 侧 。 

选择 合适 的 温度 也 是 应 用 CZE 时 应 该 注意 的 ,这 不 仅 是 因为 温度 的 高 低 可 以 改变 组 
冲 液 的 黏度 . 电 渗 以 及 分 析 时 间 ,而 且 温度 将 影响 蛋白 质 的 构象 、 蛋 白质 与 辅 基 的 交 联 等 。 





lmin 起 
图 7.4 用 CE 鉴定 GM-CSF 的 纯度 图 7.5 核糖 核酸 酶 Ti 在 不 同 
a 为 20mmol/L 磷酸 缓冲 液 ,pH7.0; 温度 下 的 毛细 管 电泳 结果 
b 为 50mmolLL 磷酸 缓冲 液 + SmmolML NaCl,pH2.5。 电泳 条 件 :25mmolLL 磷酸 钠 缓冲 液 ,pH7 .0; 
电压 均 为 30kV , 进 样 0.Ss, 检 测 波长 214nm, 毛细 管 电压 1SkV ,毛细 管 长 72cm, 有 效 长 度 
长 度 72cm( 至 检测 处 有 效 长 度 50cm) ,内 径 50kum 50cm, 内 径 50km, 检 测 波长 200nm 


7.5 显示 不 同 温 度 对 核糖 核酸 酶 Ti 在 毛细 管 中 电 泳 行为 的 影响 。 随 着 温度 的 升 高 ， 
核糖 核酸 酶 n 在 毛细 管 中 泳 动 速度 加 大 ,但 在 40 此 蛋白 发 生 了 构象 变化 (或 称 热 变性 )。 

对 于 等 电 点 偏 碱 性 的 蛋白 质 (例如 细胞 色素 c) ,在 一 般 的 电泳 缓冲 液 中 带 有 较 多 的 

正 电荷 ,容易 被 毛细 管内 壁 吸附 。 解 决 这 一 问题 的 方法 之 一 是 对 毛细 管内 壁 进行 涂 层 以 
*。 99 。 
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改变 电荷 极 性 或 使 毛细 管内 壁 电 荷 趋 于 零 。 目 前 有 商品 化 的 内 壁 经 过 共 价 永久 修饰 的 毛 
细 管 ,这 类 毛细 管 的 内 壁 几 乎 不 带电 荷 , 如 J&W 公司 提供 的 DB-L 毛细 管 。 此 外 ,Supelce 
公司 有 不 同 程度 亲 水 性 质 (P1 系列 ) 和 朴 水 性 质 的 (H\HIL\H2 系列 ,分 别 为 CL\C8、C18 ) 
的 毛细 管 供 应 。 它 们 的 优点 是 :可 以 减少 样品 与 毛细 管 壁 的 相互 作用 ; 减 小 电 渗 流 ;增加 
重复 性 和 选择 性 。 另 外 也 可 在 实验 室 对 毛细 管 进行 动态 可 逆 修 饰 , 比 如 Perkin-Elmer 公 
司 的 产品 Micro-Coat 试剂 盒 即 可 对 普通 的 石英 毛细 管 进行 涂 层 使 内 壁 带 正 电荷 ,如 不 需 
要 涂 层 ,用 lmolLL 的 NaOH 溶液 即 可 将 此 涂 层 除去 。 
图 7.6 为 我 实验 室 进 行 的 三 种 蛋白 质 涂 层 前 后 毛细 管 电 泳 图 谱 的 比较 。 
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图 7.6 毛细 管 涂 层 前 后 分 离 蛋白 质 的 比较 
电泳 条 件 :40mmolLL 乙酸 钠 ,pH4.0, 真 空 进 样 22，“ 
200nm 检测 涂 层 前 2SkV , 涂 层 后 -2SkV 


2. 微 团 电 动 毛 细 管 色谱 (micellar electrokinetic capillary chromatography,MECC) 


MECC 在 某 种 程度 很 像 反 相 HPLC, 通 常 在 电泳 缓冲 液 中 添加 一 定 浓 度 的 表面 活性 

剂 ,这 类 分 子 一 端 为 亲 水 基 团 ,其 余部 分 为 疏水 结构 。 当 表面 活性 剂 的 浓度 高 于 其 临界 微 
团 深 度 (critical micelle concentration,CMC) 时 ,表面 活性 剂 分 子 就 会 发 生 聚 集 ,形成 微 团 
表 7.3 常用 的 表面 活性 剂 或 胶 束 (micelle) 。 其 中 朴 水 部 分 在 内 


人 


-ee eol 6 在 毛 多 管内 入 有 中 鸭 全 各 全 
阳离子 DTAB 14 50 ， 泳 外 ,还 与 这 些微 团 存在 程度 不 同 的 吸 
二、 和 78 。” 附 。 根 据 在 假 固 相 和 溶液 相 中 的 分 配 

ee 吕 。 不 同 各 种 分 子 得 到 分 离 。 前 面 提 及 的 
CHAPSO 8 11 ， 在 FSCE 中 不 能 分 开 的 中 性 分 子 可 以 
胆 着 盐 cholic acid 14 2-4 ”经 MECC 分 析 。 
用 本 用 的 击 轴 村 全 天 


其 中 最 常用 的 是 SDS。 





采用 SDS 构成 假 固 相 时 , 微 团 带 有 大 量 的 负电 和 荷 , 其 泳 动 方向 与 电 渗 相 反 , 但 是 如 有 果 
选择 pH 偏 碱 的 缓冲 液 可 维持 电 渗流 速率 大 于 微 团 的 泳 动 速率 ,因此 微 团 的 最 终 泳 动 方 
向 仍 与 电 渗流 一 致 。 样 品 中 的 中 性 分 子 玻 水 性 越 强 ,与 微 团 的 结合 越 紧密 ,迁移 时 间 也 就 
越 长 。 其 他 带电 荷 分 子 除了 与 微 团 形成 朴 水 吸附 ,还 有 离子 交 联 等 作用 ,最 终 泳 动 速率 取 
决 于 其 踊 水 程度 带电 荷 多 少 等 各 种 特性 。 

在 应 用 MECC 模式 时 常 可 加 入 有 机 修饰 剂 , 如 甲醇 . 乙 且 、 异 丙 醇 等 。 这 些 有 机 溶剂 
可 以 降低 溶质 和 微 团 间 的 疏水 吸附 ,也 可 减 小 形成 微 团 的 疏水 作用 。 

由 于 MECC 可 以 同时 分 离 带 电荷 与 不 带电 荷 的 分 子 , 目 前 被 较 多 地 应 用 于 氨基 酸 衍 
生物 、 肽 谱 分 析 以 及 合成 多 肽 纯度 鉴定 等 。 


3. 毛细 管 筛 分 电泳 (capillary sieving electrophoresis,CSE ) 


此 种 电泳 模式 的 特点 是 毛细 管内 填充 了 多 聚 物 作 为 分 离 介质 ,对 分 子 的 泳 动 起 着 阻 
碍 作用 。 分 离 介质 可 以 如 平板 电泳 一 样 呈 凝 胶 状 ,也 可 以 是 甲 基 纤 维 素 溶 液 ,后 者 便于 清 
洗 ,可 实现 毛细 管 一 管 多 用 。 溶 液 中 的 甲 基 纤 维 素 分 子 在 电子 显微镜 中 呈现 缠绕 状 , 其 作 
用 机 理 类 似 于 凝 胶 的 筛 网 作用 ,大 分 子 较 小 分 子 所 受 的 阻碍 大 , 泳 动 速度 减 慢 。 这 种 分 离 
模式 尤其 适合 于 荷 质 比 差异 很 小 而 大 小 不 同 分 子 的 分 离 ( 如 DNA 分 子 、.SDS -饱和 的 蛋 
白质 分 子 ) 。 这 类 分 子 应 用 FSCE 无 法 进行 分 析 。 

CSE 在 DNA 研 究 中 有 着 广泛 的 应 用 ,在 蛋白 质 研 究 中 主要 用 来 代替 传统 的 平板 
SDS - 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 。 其 优点 在 于 :第 一 ,缩短 分 析 时 间 ,通常 凝 胶 电 泳 至 少 需要 
45min 左右 ,而 CSE 只 需 1Smin 即 可 达到 同样 的 分 离 效果 ;第 二 ,在 毛细 管 电泳 中 可 以 在 
线 检测 并 进行 更 精确 的 定量 ;第 三 ,毛细 管 电泳 仪 自 动 化 程度 高 ,可 以 省 却 手工 灌 胶 、 聚 
胶 、 上 样 、. 染 色 、 脱 色 等 操作 步 又。 但 是 CSE 每 次 电泳 只 能 分 析 一 个 样品 ,不 能 像 平 板 凝 
胶 电 泳 那样 具有 多 个 进 样 孔 可 以 同步 电泳 。 另 外 ,目前 CSE 只 能 用 于 相对 分 子 质量 1 万 
至 20 万 范围 内 蛋白 质 的 分 离 , 尚 不 可 进行 多 肽 的 分 析 。 

图 7.7 为 7 种 相对 分 子 质 量 不同 的 标准 蛋白 质 经 CSE 的 分 离 图 谱 。 

应 用 毛细 管 SDS 凝 胶 电泳 可 以 比较 方便 地 分 析 糖 蛋白 的 分 子 质量 。 由 于 多 糖 基 团 
不 结合 SDS, 糖 蛋白 的 荷 质 比 相对 于 同样 大 小 的 蛋白 质 低 , 用 经 典 的 SDS - 聚 丙 烯 酰胺 凝 
胶 电 泳 估 计 的 分 子 质量 偏 大 ,通常 必需 在 不 同 浓度 的 凝 胶 上 进行 分 析 ,得 到 糖 蛋白 迁移 率 
对 数值 相对 于 凝 胶 浓 度 的 线性 关系 图 (Ferguson 图 ) ,该 直线 的 斜率 称 为 此 蛋白 的 排 阻 系 
数 开 .。 开 . 和 蛋白质 的 半径 的 平方 成 正比 ,而 蛋白 质 半径 与 其 分 子 质 量 的 对 数 成 线性 。 
因此 ,得 到 标准 蛋白 分 子 质 量 的 对 数值 相对 于 玉 , 平方 根 的 线性 关系 图 , 测 得 糖 蛋白 的 
开 , 值 即 可 推测 其 分 子 质量 。 运 用 传统 的 平板 凝 胶 电 泳 需 多 次 灌 胶 多 次 电泳 ,而 毛细 管 族 
胶 电 泳 应 用 溶液 状 的 分 离 介质 只 需 对 浓 的 含 甲 基 纤 维 素 的 分 离 溶液 进行 一 系列 的 稀释 ， 
按照 设 定 的 程序 自动 分 析 即 可 得 到 Ferguson 图 。 

图 7.8a 为 用 常规 方法 测定 糖 蛋 白 的 分 子 质量 ,可 发 现 根据 相对 迁移 率 推测 的 糖 蛋白 
分 子 质 量 将 与 实际 数值 有 较 大 差异 。 

图 7.8b 为 用 Ferguson 分 析 方 法 测定 糖 蛋 白 的 分 子 质 量 ,图 中 显示 糖 蛋白 与 标准 蛋 
自 基 本 上 位 于 一 条 直线 上 ,也 就 是 说 根据 玉 , 的 平方 根 值 ,可 以 较 准 确 地 确定 糖 蛋白 的 分 
子 质量 。 
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图 7.7 标准 蛋白 质 的 CSE 分 析 
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图 7.8 粳 蛋 白 的 分 子 质量 分 析 
a. 一 种 凝 胶 浓 度 测 得 的 相对 迁移 率 ; 
b. 用 几 种 凝 胶 浓 度 进 行 Ferguson 分 析 


4. 毛细 管 等 电 聚 焦 (capillary isoelectric focusing,CIEF) 


与 普通 的 凝 胶 等 电 聚 焦 一 样 ,毛细 管内 的 pH 梯度 也 是 由 两 性 电解 质 形 成 。 在 实验 中 
需 选 用 内 壁 中 性 共 价 涂 层 的 毛细 管 ,阳极 端 至 检测 器 有 效 分 离 部 分 ( 离 检测 窗口 差 几 厘米 ) 
充满 两 性 电解 质 溶液 ,样品 溶液 夹 在 其 中 以 避免 直接 接触 阳极 液 (HEPO)。 和 毛细 管 其 余部 


分 (检测 需 至 阴极 ) 为 阴极 液 (NaOH 溶液 )。 毛 细 管 两 端 分 别 插入 阳极 和 阴极 液 中 ,其 中 毛 
. 102 ， 





细 管 中 的 溶液 和 瑟 PO4 溶液 中 均 含 一 定 浓 度 的 可 溶性 甲 基 纤维 素 作为 支持 介质 。 两 性 电 
解 质 载体 和 样品 在 电场 中 聚焦 至 电流 趋 于 零 。 此 时 可 采用 真空 抽 吸 、 压 力 推动 或 者 在 电极 
液 中 加 入 盐 以 改变 已 经 形成 的 pH 梯度 等 方式 驱使 蛋白 质 条 带 移动 并 逐一 经 过 检测 窗口 。 

需要 注意 的 是 ,毛细 管 等 电 聚 焦 必 须 选 用 内 壁 经 过 共 价 涂 层 消 除了 电 渗 的 毛细 管 。 
与 前 面 介 绍 的 CSE 一 样 ,CIEF 不 仅 可 以 取代 常规 的 凝 胶 等 电 聚焦 , 还 具有 前 述 的 诸多 优 
点 。 另 外 ,由 于 是 直接 在 线 检测 ,CIEF 可 以 分 析 多 肽 的 等 电 点 ,而 在 传统 凝 胶 等 电 聚 焦 中 
的 固定 、 染 色 、 脱 色 等 步骤 中 小 分 子 多 肽 易 丢 失 。 

整个 分 析 过 程 可 自动 化 ,通常 仅 需 4Smin 左右 。 图 7.9 说 明 毛 细 管 等 电 聚 焦 的 过 程 。 
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两 性 电解 质 再 注入 两 性 电解 质 
以 保护 样品 
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图 7.9_CIEF 程序 


图 7.10 为 我 们 实验 室 应 用 CIEF 测定 重组 人 表皮 生长 因子 (rhEGF) 的 等 电 点 ,经 分 
析 其 pT 为 5.0L27]。 
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图 7.10 CIEF 分 析 rhEGF 的 等 电 点 
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由 于 等 电 点 与 聚焦 位 置 距离 检测 窗口 的 长 度 呈 良好 的 线性 关系 ,用 CIEF 可 以 测 到 
以 往 用 凝 胶 IEF 较 难 测 准 的 接近 pH 梯度 极端 值 的 等 电 点 ,如 pI9.0 以 上 或 pI3.0 以 下 的 
蛋白 质 [28] 。 

另外 ,CIEF 具有 较 高 的 分 辩 率 ,可 分 辨 至 pI 相差 0.5 个 单位 ,因而 它 可 用 于 分 离 差 
异 较 小 的 异 构 体 。 

CIEF 还 具备 其 他 毛细 管 电泳 分 离 模式 没有 的 优点 , 即 对 于 较 稀 蛋 白 溶液 ( 低 至 
0.001wgAd) 可 将 它们 和 两 性 电解 质 混合 后 一 起 注 和 毛细管 中 进 行 分 析 。 


丸 、 注 意 事项 


@ 毛 细 管 的 清洗 和 平衡 条 件 应 保持 一 致 ,尤其 在 做 多 样品 定量 分 析 时 是 保证 高 重 现 
性 的 重要 因素 。 

@ 用 于 毛细 管 电泳 的 缓冲 液 应 尽量 新 鲜 配 制 ， 使 用 的 试剂 为 电泳 纯 ， 水 的 质量 要 求 也 
很 高 ,以 Milli-Q 水 为 佳 ,使 用 前 还 应 脱 气 和 膜 过 滤 处 理 。 

@ 正 负极 两 端的 缓冲 液 必须 是 相同 的 ,如 不 同 , 会 使 吸光 值 增 减 ,电流 变化 以 及 电 渗 
流 改变 。 两 端的 缓冲 液 池 要 等 高 ,这 样 对 于 分 离 效 率 和 迁移 时 间 重 现 性 都 是 很 重要 的 。 

四 缓冲 液 的 更 新 是 获得 高 重 现 性 的 一 个 环节 。 深 液 的 电解 会 改变 缓冲 液 的 pH 值 ， 
电 渗流 也 会 随 之 改变 。 电 解 的 程度 决定 于 电流 的 大 小 和 分 析 时 间 的 长 得,pH 值 变化 的 程 
度 决定 于 缓冲 液 的 缓冲 容量 ,两 端 池 体积 等 。 

@ 用 于 毛细 管 电泳 的 样品 应 均匀 地 呈 溶 液 状 态 , 上 样 前 应 离心 取 上 清 分 析 。 

@ 如 果 没 有 灵敏 度 的 限制 ,应 该 用 尽 可 能 短 的 进 样 长 度 ,但 是 受到 仪器 的 限制 , 进 样 
时 间 短 会 使 进 样 重 现 性 减 小 。 

@ 为 防止 样品 蒸发 ,必须 盖 紧 样品 管 盖 或 冷却 样品 盘 。 

@ 为 防止 样品 沾 带 引起 额外 的 进 样 ,毛细 管 端 口 要 平 正 光滑 ， 并 除去 毛细 管 端口 的 到 
酰 亚 胺 。 另 外 , 进 样 后 要 及 时 将 毛细 管 浸 入 缓冲 液 或 水 中 。 

@ 毛 细 管 电泳 结束 后 ,如 有 一 段 时 间 不 用 ,应 将 毛细 管 作 清洗 后 ,以 氮气 吹 干 管内 留 
有 的 液体 后 保存 。 


本 和 末 


毛细 管 电泳 是 基于 电泳 的 高 分 辨 机制 和 色谱 的 仪器 自动 化 概念 而 诞生 的 ,因而 兼 具 

二 者 的 优越 性 , 即 分 辩 率 高 分 析 速 度 快 、 消 耗 样品 少 ` 灵 人 敏 度 高 .操作 简便 、 分 离 模式 多 

样 \ 不 使 用 毒性 强 的 有 机 溶剂 等 诸多 优点 。 表 7.4 显示 毛细 管 电泳 与 其 他 分 析 方 法 的 比 

较 结果 。 毛 细 管 电泳 技术 发 展 迅 速 ,具有 很 好 的 应 用 前 景 。 但 是 , 它 只 能 局 限于 分 析 水 

平 ， 尚 不 能 作为 分 离 制备 的 手段 ,即使 用 多 次 分 离 得 到 的 样品 , 仅 能 进行 如 N 端 序列 、 质 

谱 等 微量 分 析 ,而 且 它 还 不 能 分 析 难 溶 于 水 的 样品 ,因此 不 能 完全 替代 气相 色谱 、 液 相 色 
潜 及 传统 的 皮肤 电 泊 。 


网 (全 





表 7.4 毛细 管 电泳 与 其 他 分 析 方 法 的 比较 


项 目 毛细 管 电泳 凝 胶 电泳 HPLC 

分 离 机 制 电荷 、. 琉 水 性 分 子 大 小 等 大 小 与 电荷 极 性 / 非 极 性 ;分 配 大 小 ;离子 交换 

常规 分 析 时 间 10 一 30min 2h 一 几 天 10 一 120min 

分 辨 相近 分 子 的 能 力 优秀 优秀 良好 

样品 需要 量 <<1 几 1 一 100 则 10 一 50 凡 

灵敏 度 ( 一 般 常 规 分 析 ) ” 皮 克 至 纳 克 纳 克 至 微克 纳 克 至 微克 

定量 准确 性 好 较 差 好 

检测 方式 在 线 检测 可 见 -紫外 吸收 荧 ”染色 ,放射 自 显影 “在线 检 测 可 见 -紫外 吸收 荧光 , 激 
光 , 激 光 光 , 电 化 学 等 

仪器 价格 较 高 较 低 较 高 

实验 消耗 低 较 高 较 低 

手工 操作 少 多 少 

自动 化 程度 高 低 高 

制备 能 力 无 有 高 

部 分 收集 困难 困难 容易 


第 二 节 “连续 自由 流 电 泳 
撤 六 
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1. 概述 


Philpot 在 20 世纪 30 年 代 后 期 首先 考虑 到 连续 电泳 的 优点 ,至 10 年 后 Svenson 和 
Brattsten, Grassmann 以 及 Hannig 便 报 道 了 在 这 方面 所 做 的 首次 实验 ,他 们 研究 了 被 电解 
液 流 所 带动 的 颗粒 在 经 过 垂直 于 流动 方向 的 电场 作用 后 其 区 带 的 迁移 原理 。 然 而 , 因 系 
统 本 身 的 复杂 性 ,以 及 对 一 些 基 本 现象 缺乏 认识 和 仪器 条 件 的 限制 而 未 被 广泛 应 用 。 直 
至 80 年 代 后 ,科学 家 们 又 考虑 到 液 相 电泳 的 特点 ,相继 发 展 了 毛细 管 电泳 和 制备 级 的 连 
续 自 由 流 电泳 ` 液 相等 电 聚 焦 , 后 两 者 使 电泳 的 大 规模 制备 型 分 离 得 以 可 能 。 

连续 自由 流 电 泳 (continuous free flow electrophoresis,CEFE) 可 理解 为 在 无 固 相 支持 
介质 的 薄 的 矩形 分 离 腔 中 ,以 缓冲 液 作为 分 离 介质 进行 生物 大 分 子 或 不 溶性 颗粒 及 细胞 
等 物质 的 电泳 分 离 纯化 技术 , 它 可 采用 多 种 类 型 的 仪器 系统 。 也 被 称 为 Hannig 型 自由 流 
电泳 ,简称 自由 流 电 泳 。 曾 有 不 少 学 者 对 自由 流 电 泳 进行 过 全 面 的 综述 529-33] 。 

自由 流 电泳 是 基于 区 带电 泳 的 原理 一 一 当 带 电 样 品 以 细 带 进入 系统 后 ,在 电场 的 作 
用 下 根据 它们 的 电泳 迁移 率 在 一 定 pH 介质 中 得 以 分 离 。 从 理论 上 看 ,这 种 过 程 较 等 电 
聚焦 更 灵活 ,因为 等 电 点 相似 的 样品 在 另 一 pH 介质 中 能 有 相当 不 同 的 迁移 率 。 然 而 ,区 
带电 泳 不 可 避免 的 次 现象 如 分 子 扩散 等 使 样品 带 变 宽 因 而 导致 分 辩 率 下 降 。 所 以 ,最 有 
利 的 是 提供 短 而 快速 的 分 离 ,而 自由 流 电泳 正 是 满足 了 在 电场 中 滞留 时 间 短 的 要 求 。 另 
外 ,更 引信 注 目的 是 , 它 除 了 能 分 离 离 子 和 大 分 子 物 质 如 蛋白 质 等 外 ,还 能 分 离 大 颗粒 其 
至 活 细胞 ,这 是 其 他 过 程 所 不 具备 的 。 

对 比 其 他 分 离 技术 而 言 ,自由 流 电泳 的 主要 优点 在 于 它 是 一 个 连续 的 而 不 是 分 批 进 

”3 。 


行 的 分 离 过 程 ,同时 ,由 于 它 一 般 不 使 用 有 机 溶剂 .高 盐 浴 液 及 硅胶 或 凝 胶 等 支持 介质 ,其 
分 离 条 件 相当 温和 ,对 有 活性 的 生物 材料 的 分 离 纯化 提供 了 十 分 合适 的 分 离 环境 。 然 而 
因 自 由 流 电泳 是 完全 无 载体 的 液 相 电 泳 ,因此 除了 电泳 本 身 所 固有 的 影响 因素 (焦耳 热 ， 
电动 力学 变形 ) 外 ,还 有 层 流 (流体 力学 变形 ) 以 及 一 些 综合 因素 的 影响 (电流 体力 学 变形 
等 ) , 且 这 些 因素 常常 相互 关联 ,使 整个 过 程 变 得 极为 复杂 。 也 许 正 因为 此 ,自由 流 电泳 在 
很 长 时 间 内 被 忽视 。 然 而 ,尽管 众多 因素 会 引起 样品 流 的 扰动 而 降低 自由 流 电泳 的 分 辩 
率 , 使 其 应 用 受到 限制 ,但 在 大 规模 分 离 的 可 能 性 以 及 多 种 生物 样品 (如 离子 大 分 子 、 颗 
粒 、 完 整 细胞 、 细 胞 碎片 等 ) 分 离 的 可 行 性 上 显示 了 独特 的 优点 ,再 加 之 近 20 年 来 空间 自 
由 流 电泳 的 开展 ,使 这 种 被 忽视 的 局 面 得 以 改善 ,并 推动 了 该 领域 研究 的 发 展 。 

我 们 实验 室 首先 选择 两 种 有 色 的 等 电 点 差异 较 大 的 标准 蛋白 质 作 为 分 离 样 
品 !:34-38] , 旨 在 认识 和 研究 自由 流 电 泳 的 各 种 现象 ,之 后 进行 了 一 些 地 面 应 用 研究 , 主要 
为 药 用 蛋白 质 和 细胞 的 分 离 。 天 花粉 蛋白 是 一 种 核糖 体 失 活 和 蛋白, 对 其 粗 产 品 的 自由 流 
电泳 分 离 ,得 到 经 多 种 分 析 技 术 鉴定 为 纯度 很 高 (大 于 99% ) 的 产品 !31; 还 进行 了 一 些 基 
因 工程 粗 产 品 如 干扰 素 \ 人 表皮 生长 因子 的 分 离 尝 坛 。 对 细胞 的 分 离 是 在 人 和 免 红 细胞 
成 功 分 离 的 基础 上 "2 ,又 分 离 了 小 鼠 脾 脏 淋 巴 B 细胞 和 T 工 细胞 [0 、 传 代 培 养 的 肝癌 
7414 细胞 和 鼻 咽 癌 细 胞 CNE-2 ,基本 建立 了 细胞 的 自由 流 电泳 分 离 体系 。 


2. 基本 原理 


自由 流 电泳 的 原理 图 见 图 7.11。 在 CFFE 中 ,分 离 介 质 在 两 块 平行 的 矩形 板 组 成 的 
分 离 腔 内 形成 层 流 ,两 板 之 间 的 距离 通常 介 于 0.5 一 3.0mm( 地 基 分 离 腔 通常 为 0.5 一 
1.0mm 之 间 ) ,分 离 腔 的 两 侧 为 正 负电 极 室 。 被 分 离 
样品 由 一 口径 很 小 ( 约 为 分 离 腔 麻 度 1/3) 的 输入 口 
进入 分 离 介 质 中 ,形成 一 细 带 , 在 垂直 于 液 流 方向 上 
加 上 均匀 的 电场 后 ,样品 中 的 各 组 分 由 于 各 自 电 泳 迁 
移 率 的 差异 而 各 自 向 与 所 带电 荷 符号 相反 的 电极 以 
不 同 的 角度 迁移 ,相同 电泳 迁移 率 的 物质 则 迁移 为 一 
罕 带 ,在 到 达 分 离 腔 出 口 处 由 级 分 收集 器 收集 。 


3. 主要 影响 因素 


自由 流 电泳 在 20 世纪 50 年 代 被 提出 后 ,并 没有 
受到 重视 , 主要 的 原因 是 其 过 程 相当 复杂 , 且 为 动态 
过 程 ,导致 稳 定性 、 分 辩 率 都 不 易 控 制 ,使 其 在 很 长 一 
段 时 间 内 都 没有 一 个 可 操作 的 模式 ,所 以 不 像 SDS- 
PAGE IEF 等 电泳 技术 几乎 普及 于 所 有 的 生化 实验 
室 。CFFE 过 程 中 所 涉及 的 因素 不 仅 种 类 繁多 而 且 
图 7.11 自由 流 电 泳 原 理 图 常常 相互 关联 ,如 热 对 流 流体 力学 变形 .电动 力学 变 
形 . 电 流体 动力 学 变形 等 。 若 把 所 有 的 影响 因素 都 考 

虑 在 内 ,那么 列 出 的 方程 组 用 现 有 的 数学 方法 将 无 法 解 出 。 
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(1) 热力 学 不 稳定 性 (thermal instabilitiy) 

当 电 流通 过 导电 体 后 ,由 于 焦耳 热 的 产生 会 使 导电 体 的 温度 升 高 。 在 CFFE 中 , 当 使 
用 很 薄 (0.5 一 1.0mm) 的 分 离 腔 时 ,电泳 中 产生 的 热量 可 以 随 着 分 离 介 质 的 高 速 流动 被 
迅速 带 走 ;而 当 分 离 腔 厚 度 增 加 时 ,处 于 分 离 腔 中 心 部 位 溶液 的 热量 不 能 有 效 地 散发 ,从 
而 导致 温度 升 高 。 

焦耳 热 的 产生 直接 导致 温度 梯度 的 形成 ， 后 者 又 导致 密度 梯度 的 形成 。 在 重力 加 
速度 存在 下 ,必然 造成 热 对 流 现象 ,从 而 严重 影响 电 访 分 离 效 果 , 所 以 控制 热 对 流 现象 
极为 重要 。 在 工程 上 以 相关 无 因 次 数 (dimensionless number)Grashof 数 (Gr) 来 描述 这 一 
现象 ; 
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式 中 ,g 为 重力 加 速度 ,8 是 介质 的 体积 膨胀 系数 ,AT 是 介质 流 经 分 离 腔 后 的 温差 ,> 是 
分 离 腔 的 半 厚 度 ,w 是 介质 的 黏度 常数 。 

Gr 超过 一 定 值 后 , 液 流 的 不 稳定 性 增加 ,并 可 导致 已 分 离 组 分 的 再 混合 而 使 分 辩 率 
降低 ,因此 减 小 Gr 是 设计 自由 流 电泳 仪 和 实验 的 中 心 技术 问 题 。 通 常 ,增加 冷却 功率 、 
减 小 分 离 腔 厚度 .增加 介质 黏度 均 可 使 Gr 大 为 降低 从 而 保证 液 流 的 稳定 性 。 另 外 , 减 小 
重力 加 速度 也 不 失 为 一 条 途径 ,也 正 因 为 此 ,人 们 尝试 在 空间 进行 自由 流 电泳 分 离 。 

(2) 流体 力学 变形 (hydrodynamic distortion ) 

流体 力学 变形 是 自由 流 电泳 的 另 一 个 固有 现象 。 

当 流 体 在 两 块 平 行 板 之 间 流 过 时 其 速率 分 布 会 形成 一 种 抛物 线 型 模式 ,在 中 心 部 位 
的 流体 流速 最 大 ,而 靠近 分 离 腔 壁 的 流体 速度 较 小 ,在 腔 壁 上 流速 为 零 。 这 就 是 所 谓 的 
Posseuil 层 流 型 速率 分 布 。 在 横 跨 分 离 腔 厚 度 方向 上 , 液 流 存在 着 速率 梯度 。 速 率 梯 度 造 
成 的 停留 时 间 梯 度 使 得 各 物质 受 电场 作用 的 时 间 不 同 , 即 物质 在 电场 方向 的 迁移 时 间 不 
同 ,最 终 导 致 样品 带 的 变 宽 ,而且 ,样品 带 的 形状 将 不 再 是 笔直 的 而 呈 新 月 状 。 

为 了 解决 这 个 问题 ,首先 可 以 减 小 样品 输入 口 的 口径 ,这 样 样 品 流 由 于 保持 在 一 个 距 
离 分 离 腔 壁 较 远 的 位 置 上 ,其 中 各 物质 的 速度 梯度 将 较 小 ,从 而 具有 比较 均一 的 迁移 时 
间 ,但 会 使 电泳 的 物料 流通 量 减 小 。 另 一 个 办 法 就 是 增加 分 离 腔 的 厚度 ,但 这 同时 会 带 来 
由 于 散热 效果 差 而 造成 的 热 对 流 问 题 。 

(3) 电动 力学 变形 (electrodynamic distortion ) 

因 电 泳池 材料 和 介质 中 阳离子 引起 的 双 电 层 导 致 的 电 渗 流 在 所 有 液 相 电 泳 中 都 存 
在 。 在 CFFE 中 , 电 渗 流 会 把 样品 流 变形 为 新 月 状 一 一 在 靠近 分 离 腔 壁 区 域 的 离子 被 拖 
向 阴极 ,而 处 于 分 离 腔 中 部 的 离子 则 基本 不 受 影响 。 电 渗流 可 在 一 定 程度 上 被 控制 和 利 
用 。 当 电 渗 流 方向 与 物质 在 电场 中 的 迁移 方向 相反 时 ,能 使 分 离 的 分 辩 率 提高 29] ; 当 电 
渗流 的 速度 与 物质 在 电场 中 的 迁移 速度 大 小 相等 方向 相反 时 ,由 流体 力学 变形 和 电动 力 
学 变形 所 带 来 的 影响 可 完全 相互 抵消 。 这 就 意味 着 必须 尽量 使 分 离 腔 壁 上 的 毛 电势 和 待 
分 离 物质 的 毛 电 势 一 致 。 用 具有 高 亲和力 且 其 电势 与 待 分 离 物 质 相 近 的 可 溶性 材料 来 
履 凑 分 离 腔 壁 是 一 种 有 效 而 简单 的 方法 ,如 在 细胞 分 离 时 ,分 离 腔 壁 用 2% 一 3% 的 牛 血 
清 自 蛋白 处 理 后 可 减 小 条 带 扩散 [4 。 

(4) 电动 流体 力学 变形 (electrohydrodynamic distortion ) 

样品 流 由 于 有 蛋白质 的 存在 常常 具有 与 分 离 介质 不 同 的 离子 组 成 ,使 它们 之 间 存 在 电 

= 贡 。 


导 差 异 ,进而 导致 溶液 中 电场 的 变形 并 在 溶液 中 产生 剪 切 应 力 , 这 种 变形 被 称 为 电动 流体 
力学 变形 ,其 造成 的 结果 是 样品 带 的 变 宽 。 当 样品 流 比 介质 电导 低 时 ,发 生 朝 向 分 离 腔 壁 
的 变 宽 现 象 ; 当 样 品 流 的 电导 比 介 质 高 时 , 则 产生 平行 于 分 离 腔 壁 的 条 带 变 宽 ,后 者 常见 。 
这 种 变形 在 自由 流 电泳 分 离 过 程 中 占有 很 重要 的 地 位 ,而 且 , 即 使 在 微 重 力 环境 下 这 种 变 
形 效应 仍 可 能 存在 。 

解决 这 问题 的 简单 方法 是 仔细 地 调整 样品 流 与 介质 的 电导 ,使 它们 大 致 相同 区 1] ,但 
在 蛋白 质 样品 浓度 高 时 很 难 做 到 。 

(S$) 电动 学 效应 (electrokinetic/Kohlrausch effects) 

一 般 讨 论 时 都 假设 蛋白 质 的 电泳 迁移 是 不 受 周围 环境 影响 的 。 但 实际 上 在 电解 质 溶 
液 中 加 上 直流 电场 后 ,溶液 中 的 所 有 离子 都 将 发 生 电 迁移 。 但 溶液 中 不 同 离子 的 迁移 必 
须 同 时 满足 其 周围 的 电 中 性 和 化 学 平衡 的 条 件 , 这 就 意味 着 蛋白 质 样 品 流 附 近 的 离子 浓 
度 常常 会 发 生 不 定 的 变化 ,从 而 产生 所 谓 的 电动 学 变形 效应 。 

(6) 弛 移 效应 (relaxation effect ) 

在 电解 质 溶液 中 ,带电 颗粒 和 分 子 都 被 电子 云 所 包围 。 颗 粒 的 半径 a 与 电子 云 的 伸 
展 量 1 的 比率 , 即 k'a ,是 一 个 可 测量 。 当 电场 加 上 后 ,电子 云 的 形状 将 发 生变 形 而 产 
生 偶 极 移动 。 这 种 效应 在 电子 云 具有 极 大 或 极 小 的 伸展 量 时 都 可 忽略 不 计 。 而 在 高 的 
电势 下 ,电子 云 具 有 中 等 的 伸展 量 时 即 可 达到 最 大 的 偶 极 移动 。 这 将 产生 一 种 与 电场 力 
方向 相反 的 迟 清 力 ,这 就 是 弛 豫 现 象 。 所 以 ,在 1K< < .<<<100 时 ,带电 颗粒 的 分 离 依据 将 
不 但 有 电势 而 且 还 有 颗粒 的 大 小 。 这 个 范围 内 的 <*a 值 可 在 极 低 浓 度 的 电解 质 溶液 
中 达到 。 

可 以 看 到 ,这 种 弛 豫 现 象 也 给 大 型 制备 级 分 离开 辟 了 一 条 新 的 道路 。 在 极 低 浓度 的 
电解 质 溶液 中 ,物质 以 比 在 常规 的 较 高 离子 强度 分 离 介 质 中 高 得 多 的 速率 进行 电 迁 移 , 所 
以 可 以 应 用 比较 高 的 流速 而 增加 物料 流通 量 。 而 且 , 由 于 所 通过 的 电流 强度 很 低 ,电泳 过 
程 产生 的 焦耳 热 也 将 减 小 ,从 而 可 以 减轻 冷却 功 耗 。 在 这 种 低 浓 度 电 解 质 溶液 中 进行 电 
泳 ,惟一 可 能 的 限制 性 因素 就 是 某 些 样 品 的 稳定 性 问题 。 

(7) 浮力 驱动 的 扰动 效应 (buoyancy-driven flow) 

分 离 缓冲 液 与 样品 流 之 间 以 及 分 离 缓冲 液 自 身 之 中 的 密度 差异 可 以 引起 自然 对 流 现 
象 。 样 品 流 和 分 离 介 质 之 间 有 不 可 忽略 的 速率 差异 , 而且 会 沿 着 分 离 腔 的 垂直 方向 随 组 
冲 液 中 离子 和 有 蛋白质 的 不 同 迁 移 而 变化 ,于 是 ,蛋白 质 在 电场 中 的 迁移 轨迹 将 不 会 像 预测 
的 那样 是 笔直 的 。 同 时 ,缓冲 液 自 身 也 存在 密度 不 均一 性 ,这 是 因为 缓冲 液 中 的 离子 迁移 
受到 分 离 腔 与 电极 室 之 间 分 隔膜 的 影响 ,同时 溶液 中 的 离子 迁移 还 受到 由 电流 通过 而 产 
生 的 焦耳 热 在 溶液 中 的 扩散 所 带 来 的 影响 。 由 膜 所 产生 的 浓度 极 化 效应 还 可 在 缓冲 液 内 
形成 温度 梯度 ,进而 导致 缓冲 液 的 密度 不 均一 性 。 

(8) 电极 膜 的 影响 

用 于 分 隔 电极 室 和 分 离 室 的 电极 膜 ,一 方面 可 防止 电极 所 产生 的 气泡 进入 分 离 腔 , 另 
一 方面 还 可 防止 高 浓度 电极 液 在 高 速 循 环 时 对 分 离 腔 内 的 流 场 造成 破坏 。 但 是 ,电极 膜 
会 产生 浓度 极 化 现象 , 即 在 分 离 腔 一 侧 产生 一 个 离子 积聚 区 而 在 另 一 侧 产 生 一 个 离子 耗 
竟 区 ,这 时 ,离子 耗竭 区 由 于 其 电导 较 低 将 比 其 他 区 域 的 介质 温度 低 而 形成 温度 梯度 , 进 
而 导致 介质 的 密度 梯度 ,引起 自然 对 流 。 
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为 避免 膜 引 起 的 影响 因素 ,可 考虑 三 种 方法 :中 为 克服 由 经 过 膜 的 扩散 性 转移 引起 的 
耗竭 现象 ,可 使 用 薄 的 膜 和 大 的 电极 液 -分 离 液 浓度 差 。 四 使 用 有 具 相反 极 性 的 膜 , 并 使 用 
可 在 分 离 区 域内 产生 两 个 积聚 区 的 电流 方向 。 合 适 的 设置 方式 为 :阴离子 交换 膜 置 于 阴 
极 侧 , 而 CEA 膜 .PES 膜 或 其 他 阳离子 交换 膜 置 于 阳极 侧 。@) 为 控制 随 膜 设置 而 变 的 浓 
度 变 化 情况 ,可 使 用 具有 高 浓度 的 边界 溶液 。 这 样 ,积聚 区 和 耗竭 区 对 分 离 中 心 区 域 的 影 
响 都 将 很 小 ,该 区 域 的 电场 强度 可 保持 均一 而 稳定 。 

(9) 气泡 

由 于 水 水 解 在 电极 产生 气泡 ,在 负极 积累 瑟 ,在 正极 积累 O; ,影响 了 分 辨 率 。 采 用 
铠 电极 或 铂 黑 电 极 ,可 减 小 这 个 影响 ,但 不 能 消除 它 ,特别 在 高 电流 时 。 在 微 重力 下 气泡 
更 不 会 自动 逸 出 ,因此 采用 电极 液 循环 流动 去 除 。 在 分 离 室 和 电极 之 间 用 半 透 膜 是 一 种 
有 效 的 方法 ,此 外 还 可 在 循环 回路 上 加 上 相 分离 器 。 

另外 ,非常 重要 的 是 ,在 地 基 自 由 流 电泳 实验 中 ,重力 加 速度 是 一 个 不 可 忽视 的 影响 因 
素 。 它 与 许多 影响 因素 有 关 ,如 热 对 流 流体 力学 变形 、 分 子 沉降 等 。 这 些 效应 在 进行 自由 
流 电泳 的 放大 实验 时 显得 尤为 严重 。 因 此 ,要 进一步 提高 自由 流 电泳 的 分 辩 率 和 产 率 ,必须 
在 微 重力 条 件 下 进行 电泳 操作 。 不 少 国家 已 经 开展 了 空间 自由 流 电泳 的 研究 工作 并 取得 了 
长 足 的 进展 ,对 此 Snyder 和 Rhodes'41 ,以 及 Morrison 都 作 了 很 全 面 的 总 结 忆 ]。 


4. 自由 流 电泳 仪 


自从 Tiselius 的 U 型 管 电泳 装置 问世 以 来 ,对 电泳 仪器 的 研究 已 经 走 过 了 很 长 一 段 
历程 。 可 以 克服 对 流 及 样品 流 变 形 等 问题 的 方法 已 经 得 到 发 展 ,许多 不 同类 型 的 仪器 也 
已 商品 化 。 人 们 朝 着 使 蛋白 产 率 最 大 化 、 蛋 白 分 离 最 佳 化 自由 对 流 不 稳定 性 最 小 化 以 及 
蛋 自 区 带 扩 散 最 小 化 等 目标 对 自由 流 电泳 分 离 装 置 的 设计 进行 了 研究 和 探索 : ， 

一 台 典 型 的 自由 流 电泳 仪 包括 四 个 部 分 :和 泵 驱动 系统 .电源 ` 级 分 收集 器 和 分 离 单元 。 
对 驱 动 系统 通常 采用 的 是 一 个 或 多 个 蠕 动 泵 。 输 送 分 离 介质 的 和 泵 可 放 在 分 离 介质 人 口 的 
前 面 , 也 可 放 在 出 口 的 后 面 。 分 离 介质 泵 和 电极 液 和 泵 可 合用 同一 泵 ,也 可 独立 使 用 ,样品 
对 通常 独立 于 介质 泵 和 电极 液 泵 。 

分 离 单元 包括 分 离 介 质 和 样品 的 输入 口 、 分 离 腔 和 电极 室 。 分 离 腔 通常 由 两 块 玻璃 或 
聚 碳酸 酯 等 材料 制 成 的 平行 的 矩形 板 构成 ,电极 室 设 在 分 离 腔 的 两 侧 , 其 中 的 电极 由 不 易 在 
电场 中 氧化 的 金属 如 铂 制 成 ,电极 室 与 分 离 腔 由 电极 膜 如 离子 交换 膜 、 醋 酸 纤维 膜 等 隔 开 。 

电源 要 能 提供 达到 300VXcm 以 上 的 直流 电压 ,最 大 电流 达到 200mA 以 上 。 

级 分 收集 器 用 来 收集 分 离 腔 出 口 处 的 已 分 开 的 样品 和 分 离 介 质 , 通 常 由 很 多 输出 管 
道 和 接收 小 管 或 小 瓶 组 成 ,也 有 仪器 在 输出 管 路 中 或 管 路 前 设置 在 线 检测 的 元 件 。 


重 尖 庆 料 
(1) 设备 和 材料 
个 自 由 流 电泳 仪 (Octopus 仪 , 德 国 Weber GmbH 生产 );@ 酸 度 计 ;@ 电 导 仪 ;四 离心 
机 ;名 磁力 搅拌 器 ;@ 分 光 光 度 仪 ;@O 移 液 器 ,Tip,Eppendorf 管 。 
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(2) 试剂 

@ 三 乙醇 腕 ;@ 乙 酸 ;@ 甘 油 ; 四 葡萄 糖 ;@ 甘 氨 酸 ;GO 蔗糖 ;OO 乙酸 钾 ;@ 氧 氧化 钠 ;g 
雁 酸 ;@ 两 性 电解 质 (ampholine) 。 
(3) 样品 

全 牛 血红 蛋白 ;@ 和 牛 血清 白 蛋白 ;@@ 细 胞 色素 c; 由 天 花粉 蛋白 (丙酮 沉淀 粗 提 物 );@) 
人 和 人 免 的 红细胞 。 


三 、 上 自由 流 电 瀛 操作 步 购 


交 肌 光电 的 基本 操作 包括 安装 和 消 激 分 户 彩 : 拓 罗 连 肌 下 相生 和 电泳 ,收集 和 
检测 等 步骤 。 
《dy 安装 和 清 洗 分 离 腔 

久未 使 用 的 分 离 腔 的 前 后 腔 壁 应 以 酒精 或 异 丙 醇 湿润 的 棉花 球 仔 细 控 洗 。 根 据 分 离 
模式 选择 所 需 的 电极 膜 ,并 仔细 洗 去 电极 膜 上 的 存储 液 ,以 重 蒸 水 润 湿 后 与 相同 长 度 的 滤 
纸 条 一 起 封 住 分 离 腔 前 壁 的 电极 室 ,安装 间隔 条 后 将 分 离 腔 的 前 后 壁 合 拢 ,并 以 两 侧 的 弹 
簧 夹 固定 ,注意 一 定 要 用 力 均匀 ,否则 腔 后 壁 的 玻璃 (镜子 ) 易 破碎 。 

根据 分 离 模 式 连 接 好 管 路 及 泵 的 设置 ,然后 进行 管 路 的 清洗 。 需 用 0.1molALL 
NaOH` 超 纯 水 .0.1molLL HCL 超 纯 水 依次 清洗 。 如 管 路 特别 脏 ,可 以 异 两 醇 或 去 垢 剂 清 
洗 。 在 最 后 超 纯 水 清洗 过 程 中 还 需 对 分 离 腔 内 和 管 路 内 的 气泡 进行 彻底 清除 。 在 缓冲 液 
注入 前 , 超 纯 水 应 以 低速 不 疡 地 注 六 分 于 和 
(2) 缓冲 液 和 祥 品 的 加 注 

开局 冷却 至 所 需 温 度 ,然后 加 注 分 离 缓冲 液 和 样品 。 选 择 合适 的 缓冲 液 流速 和 上 样 
速率 是 自由 流 电泳 分 离 的 关键 之 一 。 一 般 样品 速率 与 层 流 厚度 的 比值 越 小 ,样品 带 的 扩 
散 越 小 。 样 品 带 的 扩散 还 与 样品 速率 与 缓冲 液 流 速 的 比值 成 正比 。 

在 加 电压 之 前 ,还 需 对 收集 管 进行 仔 细 地 抽 气 ,保证 每 管 畅通 并 流速 均匀 。 
(3) 电泳 

电压 是 自由 流 电泳 另 一 个 比较 重要 的 操作 参数 。 为 了 得 到 最 佳 的 分 离 效率 , 必需 在 
物料 流通 量 和 分 辩 率 之 间 进 行 折 中 ,这 主要 通过 调节 缓冲 液 流 速 和 分 离 电压 的 大 小 来 实 
现 。 

整个 分 离 过 程 仅 约 几 分 钟 , 但 作为 制备 电泳 ,其 电泳 时 间 通 常 为 1h 左右 ,在 实际 操作 
中 根据 样品 量 和 收集 液 的 量 来 决定 。 

电泳 过 程 中 如 出 现 气泡 ,应 停止 电泳 。 
(4) 收集 和 检测 

电泳 结束 后 ,取出 收集 管 ,并 对 每 管 进行 光 密 度 值 的 检测 。 根 据 光 密度 值 , 画 出 分 离 
曲线 。 对 出 现 的 峰 可 进行 进一步 分 离 或 分 析 鉴 定 。 

电泳 结束 后 的 分 离 腔 应 以 超 纯 水 清洗 ,如 长 期 不 用 ,可 用 含 0.01% 的 琶 氮 钠 进 行 防 
腐 处 理 , 并 取出 电极 膜 . 间 隔 条 等 作 适 当 保存 。 
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四 、 分 离 模式 


自由 流 电泳 有 4 种 最 基本 的 分 离 模式 ,它们 分 别 为 区 带电 泳 (zone electrophoresis， 
ZE) 等 速 电 泳 (isotachophoresis, ITP) 等 电 聚 集 (isoelectric focusing, IEF) 和 电场 梯度 电 
泳 (field step electrophoresis,FSE)。 可 以 说 ,这 4 种 模式 各 有 千秋 , 若 能 针对 不 同样 品 适 
当地 选择 不 同 的 分 离 模式 或 利用 一 些 联合 型 模式 来 进行 分 离 纯化 ,往往 可 使 整个 工作 收 
到 事半功倍 的 效果 。 

(1) 区 带电 泳 (ZE) 

在 区 带电 泳 中 ,均一 的 分 离 介质 从 一 个 输入 口 连续 和 泵 人 分 离 腔 并 在 腔 内 形成 薄 层 液 
流 , 待 分 离 样品 则 在 其 稍 下 游 处 进入 分 离 腔 ,根据 样品 中 各 组 分 的 电荷 -质量 比 的 差异 进 
行 分 离 ,其 中 所 使 用 的 分 离 介 质 的 pH 和 电导 都 是 均一 的 。 这 是 一 种 最 常用 .最 简单 方便 
的 分 离 模式 。 在 这 种 模式 中 ,选择 合适 的 分 离 pH 值 是 整个 分 离 成 功 与 否 的 关键 ,介质 电 
导 通 常 偏 向 低 值 。 

区 带电 泳 最 具 吸 引力 的 优点 是 其 分 辨 率 很 高 ,回收 率 也 高 , 且 其 设置 简单 ,易于 操作 ， 
适合 于 从 复杂 的 混合 物 中 分 离 纯化 某 一 种 物质 ,同时 纯化 几 种 物质 也 有 报道 。 其 缺点 是 
产 率 不 高 ,而 且 有 条 带 扩 散 现 象 和 稀释 效应 。 

图 7.12 为 标准 蛋白 质 的 ZE 分 离 图 谱 。 分 离 缓冲 
液 和 电极 液 均 为 pH6.5,10mmolLL 三 乙醇 胺 , 含 10% 
甘油 。 样 品 浓度 为 1% 。 

(2) 等 速 电 泳 (ITP) 

在 等 速 电泳 中 ,被 分 离 样品 作为 一 条 与 先导 离子 
(具有 最 大 电泳 迁移 率 的 离子 ) 和 尾随 离子 (具有 最 小 电 
泳 迁 移 率 的 离子 ) 溶 液 平 行 的 条 带 同 时 进入 分 离 腔 ,在 
电场 的 作用 下 ,各 种 离子 根据 它们 的 电泳 迁移 率 差 异 重 
新 按 序 排队 ,具有 较 大 迁移 率 的 离子 则 靠近 先导 离子 ， 
具有 较 小 迁移 率 的 离子 则 落 在 近 尾 随 离子 一 侧 , 从 而 达 
到 分 离 。 当 达到 稳定 状态 后 ,所 有 各 自分 开 的 离子 都 将  。 
以 相同 的 速率 移动 ,这 样 ,所 有 离子 将 依 它们 的 种 类 分  ， 放 管 号 
为 相应 数量 的 彼此 毗邻 的 条 带 。 为 收集 方便 ,还 必须 加 
和 人 合适 的 间隔 物质 ,使 各 物质 之 间 具 有 明显 的 界限 。 图 7.12 自由 流 区 带电 泳 分 离 

等 速 电泳 是 代替 层 析 的 电泳 对 应 物 。 其 分 离 过 程 。 ，，， 0 : 
达到 稳 态 的 时 间 与 所 加 的 电压 的 大 小 成 反比 ;与 混合 物 人 
中 各 组 分 的 电泳 迁移 率 差 异 的 大 小 成 反比 ;与 样品 的 浓 1 .0ml 由 电压 :300V 电流 32mA 
度 大 小 则 成 正比 。 已 经 分 开 的 样品 中 各 组 分 的 条 带宽 
度 和 浓度 依赖 于 各 自 迁 移 率 的 大 小 ,而 且 被 先导 离子 的 浓度 和 迁移 率 大 小 所 控制 :当先 导 
离子 的 浓度 和 迁移 率 均 增 大 时 ,各 组 分 的 条 带宽 度 将 减 小 而 浓度 则 增加 。 

ITP 的 分 辩 率 适中 ,样品 带 的 扩散 效应 较 小 , 适 于 分 离 成 分 不 复杂 的 ,而 且 其 中 的 几 
个 组 分 需 同时 纯化 的 混合 物 。 其 缺点 是 系统 设置 和 操作 都 比较 复杂 ,需要 一 定 的 经 验 来 
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建立 合适 的 体系 。 所 以 ,等 速 电泳 在 蛋白 分 离 纯化 方面 的 应 用 远 没 有 其 他 几 种 工作 模式 
那样 广泛 。 
(3) 等 电 聚 焦 (IEF) 

等 电 聚 焦 是 将 样品 置 于 pH 梯度 中 移动 直至 净 电 荷 为 零 时 停滞 不 动 而 聚焦 ,使 含 不 
同等 电 点 的 组 分 得 到 分 离 的 过 程 。 不 同 于 其 他 IEF 的 是 ,在 连续 流 等 电 聚 焦 中 ,pH 梯度 
的 形成 可 有 多 种 方式 。 常 用 的 是 直接 将 含有 一 定 pPH 范围 的 两 性 电解 质 和 分 离 介 质 和 到 人 
分 离 腔 ,在 电场 的 作用 下 ,形成 一 天 然 的 连续 的 pH 梯度 , 待 稳 定 梯度 (大 于 30min) 形 成 后 
再 进 样 作 进一步 的 聚焦 分 离 ,整个 过 程 需 2h 以 上 。 还 有 一 种 是 在 不 同 的 输 大 口 以 平行 的 
方式 同时 泵 和 不同 pH 的 几 种 介质 使 形成 一 人 工 的 不 连续 的 pH 梯度 ,通常 仅 需 5 一 
10min 就 能 达到 稳定 梯度 ,样品 也 可 与 介质 同时 输入 ,但 这 种 方法 样品 的 聚焦 程度 不 如 前 
者 。Weberl44] 认 为 ,利用 多 种 不 同 pH 值 的 缓冲 液 所 形成 的 这 种 人 工 pH 梯度 具有 足够 强 
的 条 带 聚 焦 效 应 ,可 以 抵消 部 分 样品 带 的 流体 变形 效应 ,从 而 提高 自由 流 电泳 的 分 辩 率 。 

等 电 聚 焦 过 程 本 身 是 一 样品 聚焦 和 浓缩 的 过 程 ,因此 其 条 带 扩 散 现 象 较 小 , 常 可 用 来 
进一步 纯化 样品 。 但 其 产 率 较 低 ,聚焦 所 需 时 间 长 ;蛋白 质 在 等 电 点 附近 溶解 度 小 , 易 沉 
淀 析出 而 导致 分 离 失败 。 另 外 ,商品 化 的 两 性 电解 质 混 合 物 比 较 昂 贵 ,并 会 与 某 些 蛋 白 发 
生 相 互 作 用 ,同时 ,收集 的 样品 中 的 两 性 电解 质 的 去 除 也 是 问题 ,上 且 不 适合 用 来 分 离 活 性 
细胞 。 

图 7.13 为 标准 蛋白 质 的 等 电 聚 焦 分 离 图 谱 。 分 离 
介质 为 0.5% 两 性 电解 质 , 含 3% 甘 油 ; 阳 极 电极 液 为 
100mmolLL 磷酸 ,阴极 电极 液 为 SO0mmolLL 氧 氧 化 钠 。 
样品 浓度 各 为 1% 。 

(4) 电场 梯度 电泳 (FSE) 

在 这 种 模式 中 ,将 两 种 缓冲 组 分 相同 但 浓度 相差 10 
倍 以 上 的 分 离 介 质 (pH 值 相同 ) 平 行 洒 和 人 分离 腔 ,通常 
在 靠近 电极 处 为 电导 高 的 介质 ,而 腔 中 心 区 域 为 电导 低 
的 介质 ,样品 在 低 电 导 介 质 区 域内 连续 泵 和 人 分 离 腔 ,并 
利用 腔 内 形成 的 不 连续 的 电导 梯度 进行 分 离 。 当 样品 
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管 号 进入 电场 后 ,由 于 低 电 导 区 域 的 场 强大 大 高 于 高 电导 区 


图 7.13 自由 流 等 电 聚 焦 分 离 “ 域 的 场 强 , 谷 分离 物质 根据 其 电荷 迅速 向 相应 的 电极 侧 
BSA, 血红蛋白 和 细胞 色素 <c ”迁移 , 当 迁 移 至 电导 交界 处 时 ,由 于 场 强 的 又 降 , 迁 移 速 
缓冲 液 流 速 :110mlh, 样 品 流速 :Imlih， 率 迅速 变 小 而 在 界面 附近 浓 集 起 来 。 
5 电场 梯度 电泳 的 一 个 显著 特点 就 是 其 物料 流通 量 
很 高 ,这 主要 是 因为 它 所 需 的 停留 时 间 一 般 都 比较 短 ,一 般 小 于 Smin 即 可 。 另 一 个 特点 
是 在 不 同 电导 区 的 边界 处 有 很 强 的 浓缩 效应 。 在 高 电压 、 短 停留 时 间 的 操作 条 件 下 ,提高 
进 样 速率 以 及 增加 进 样 宽度 都 可 增加 物料 流通 量 从 而 提高 产 率 。 尽 管 增加 进 样 宽度 将 导 
致 样品 峰 的 拖 尾 现象 ,降低 浓缩 效应 ,但 对 产 率 的 提高 影响 不 大 。 在 电场 梯度 电泳 中 虽然 
其 浓缩 效应 可 使 样品 带 的 扩散 受到 限制 ,但 其 分 辩 率 仍 显著 低 于 区 带电 泳 。 
在 这 种 分 离 模式 中 ,分 离 结 果 的 好 坏 与 样品 的 处 理 相 关 。 样 品 要 求 具 有 较 低 的 电导 
值 ,因为 样品 的 电导 增加 少许 即 可 使 浓缩 效应 降低 ,物质 的 迁移 速率 同时 降低 。 另 外 ,由 
:和 








于 其 浓缩 效应 剧烈 时 会 引起 沉淀 现象 ,因此 对 样品 的 .olo 

起 始 浓度 亦 有 一 定 的 限制 。 
除 上 述 4 种 模式 外 ,还 可 将 不 同 分 离 模式 联合 起 008 

来 使 用 ,最 常见 的 是 联合 的 电场 梯度 区 带电 泳 (com- 

bined field step-zone electrophoresis, FSEZLZE )。 在 这 = 006 

种 联合 模式 中 ,介质 的 设置 和 分 离 原理 均 与 电场 梯度 总 

电泳 类 似 , 惟 一 不 同 的 是 以 区 带电 泳 的 细 带 进 样 ,而 09 

不 是 电场 梯度 电泳 的 宽带 进 样 。 这 种 模式 的 分 辩 率 

比 电场 梯度 电泳 高 ,同时 其 条 带 扩散 现象 比 区 带电 泳 “ 

有 明显 改善 , 且 其 产 率 适中 ,因此 适合 于 分 离 成 分 不 

太 复 杂 的 混合 物 。 中 和 30 60 90 
图 7.14 为 天 花粉 蛋白 的 最 终 纯化 图 谱 。 分 离 体 代 

系 5 为 7.9, 分 离 缓冲 液 为 10mmolLL 三 乙醇 胺 , 含 ， 图 7.14 自由 流 电泳 FSEZZE 模式 

5% 甘油 ;电极 液 为 00mmol/L 三 乙醇 胶 ; 稳 定 介质 员 让 

为 100mmolLL 三 乙醇 胺 , 含 S% 甘油 ; 反 向 介质 为 电压 :1600V 电流 :75OA 

5$% 甘 油 。 样 品 蛋白 浓度 为 4.2mg/ml。 


五 、 目 由 流 电泳 的 应 用 


自由 流 电 泳 由 于 其 连续 和 温和 的 分 离 条 件 ,适合 于 多 种 生物 活性 物质 的 分 离 ,从 小 分 
子 、 蛋 白质 DNA、 脂 质 体 、 腊 物质、 细胞 器 到 完整 细胞 等 ,涉及 到 生物 学 、 生 物化 学 、 细 胞 
学 等 多 个 学 科 领 域 。 

(1) 小 分 子 

生物 样品 中 的 一 些 大 分 子 物 质 可 通过 透析 \ 超 离心 . 凝 胶 色 谱 等 方法 除去 ,但 一 些小 
分 子 的 去 除 反 而 比较 困难 ,而 自由 流 电泳 则 为 其 分 离 提供 了 可 能 ,并 且 经 过 CFFE 分 离 的 
样品 可 直接 用 于 红外 、 核 磁 共 振 和 质谱 的 分 析 。 

ITP 模式 适合 于 分 离 小 分 子 。Hirokawa 用 u - 羟 丁 酸 或 酒石酸 为 介质 从 核燃料 废弃 
物 中 以 ITP 模式 分 离 铀 分 子 , 之 后 以 颗粒 诱导 的 X 射 线 方法 测 得 其 中 主要 的 阳离子 的 回 
收 率 为 100% ;还 以 醋酸 分 离 体系 分 离 带 负 电 的 苋菜 红 染 料 和 荧光 染料 。FSE 模式 成 功 
地 应 用 于 经 离子 对 色谱 分 离 后 组 分 中 混 有 的 离子 对 试剂 的 分 离 。 

(2) 多 肽 和 蛋白质 

不 管 在 地 面 还 是 空间 ,蛋白 质 酶 或 一 些 酶 解 产 物 已 成 为 CFFE 广泛 应 用 的 对 象 ,万 
其 是 蛋白 质 , 还 经 常 被 作为 模型 样品 来 研究 CFFE 所 包含 的 现象 以 及 现象 的 消除 ,并 用 来 
试验 分 离 装置 的 可 行 性 。 

HoffstetterKuhn 和 Wagnerl45] 把 从 酵母 蛋白 粗 提 物 中 纯化 乙醇 脱 氢 酶 (ADH) 作为 
模型 ,深入 地 研究 了 放大 型 CFFE 电泳 在 工业 领域 进行 酶 的 纯化 方面 的 潜力 和 限制 因素 ， 
指出 FSEZZE 在 蛋白 质 纯化 上 的 潜力 。 他 们 对 介质 的 pH 电导、 停留 时 间 、 分 离 电压 以 及 
样品 进 样 速率 浓度 等 进行 了 探讨 ,经 条 件 优化 后 ,以 三 个 进 样 口 同 时 进 样 , 可 得 到 2.7 
g 收 的 物料 流通 量 ,样品 提纯 4.7 倍 , 总 产 率 达 到 90% 以 上 的 分 离 结 果 。 

= 加 3。 


Barth 等 [46j 人 对 tPA 进行 了 分 离 纯化 ,使 用 SmmolLL 的 醋酸 -醋酸 铵 介质 ,同时 在 
分 离 介 质 中 加 入 0.05% 的 吐 温 80 以 减 小 吸附 现象 ,得 到 80% 以 上 纯度 的 样品 ,并 可 直接 
用 于 糖 基 化 研究 和 N 端 测序 。 

Loseva 等 [4 人 ,纯化 了 几 种 蛋白 质 和 多 肽 :蜜蜂 毒液 .肿瘤 坏死 因子 .8- 白 细胞 介 
素 、.y 干扰 素 和 超 氧化 物 歧化 酶 等 。 应 用 CFFE 分 离 蛋 白质 的 例子 还 很 多 ,如 鸡 和 和 攻 的 红 
细胞 中 组 蛋白 的 分 离 .HeLa 细胞 中 NADH 氧化 酶 的 抗 癌 性 磺 酰 尿 抑制 剂 和 抗 性 形式 的 
分 离 扁豆 凝集 素 的 制备 .干扰 素 的 纯化 天 花粉 蛋白 的 纯化 :32 等。 

空间 电泳 分 离 的 蛋白 质 , 目前 以 模式 蛋白 质 为 多 ,如 血红 和 蛋白、 血清 蛋 自 、 白 蛋白 、 细 
胞 色素 c 血红 细胞 生成 素 、 胰 蛋白 酶 抑制 剂 等 ,也 有 分 离 培养 基质 中 的 目标 蛋白 的 。 
(3) DNA 

DNA 片段 的 电泳 分 离 已 很 成 熟 , 主要 是 凝 胶 电 泳 。 以 CFFE 分 离 DNA 并 不 多 ,但 自 
Bier 等 [8] 人 将 几 种 成 纤细 胞 株 中 分 离 的 中 期 染色 体 以 CFFE 研究 其 电泳 迁移 率 , 并 以 细 
胞 遗传 学 方法 和 流 式 细 胞 术 都 证 明了 CEFFE 分 离 对 染色 体 的 形态 和 稳定 性 均 无 影响 后 ， 
人 们 开始 注意 DNA 的 CFFE 分 离 。 最 近 , 日 本 在 空间 成 功 地 分 离 了 C. elegaxzig DNAL49] ， 
取得 令 人 兴奋 的 结果 。 
(4) 膜 物质 、 生 物 颗 粒 、 细 胞 

几乎 没有 一 种 更 合适 的 分 离 方法 可 替代 CFFE 来 分 离 膜 物质 .生物 颗粒 和 细胞 。 不 
同 于 其 他 分 离 对 象 ,为 了 保持 样品 的 生物 活性 ,在 分 离 过 程 中 的 pH 必须 保持 在 其 生理 容 
驴 范 围 内 ,同时 为 了 提供 等 渗 环 境 , 有 时 还 需 在 介质 中 加 入 一 定 的 蔗糖 、 葡 萄 糖 等 。 

膜 物质 的 CFFE 分 离 引 起 了 很 多 生物 化 学 家 和 生物 学 家 的 广泛 注意 ,许多 膜 物质 已 
用 CFFE 得 到 分 离 , 其 中 人 们 研究 较 多 的 有 内 体高 尔 基 体 、 质 膜 、 液 泡 、 线 粒 体 和 溶菌 酶 
以 及 一 些 特殊 的 膜 物质 如 披 网 格 蛋白 小 泡 、 胰 岛 素 响应 的 葡萄 糖 转运 活性 小 泡 等 。 

以 ITP 模式 可 对 生物 颗粒 和 细胞 器 进行 分 离 。 volklcso 将 小 鼠 肝 内 细胞 器 被 分 离 成 
过 氧化 物 酶 蛋白 质 和 微粒 体 的 蛋白 包含 体 ; Lackner 等 将 胆固醇 甘油 三 酯 、. 卵 磷 酯 、 神 经 
鞘 磷脂 和 转 脂 蛋白 等 主要 颗粒 群体 进行 了 分 离 纯化 及 功能 研究 ;Spaans 等 5 人 纯化 了 猪 
胰 酶 原 颗 粒 。 还 有 人 从 云 杉 中 分 离 出 完整 的 叶绿体 等 。 

Hymer 等 2 应 用 CFFE 在 微 重力 下 从 培养 的 小 鼠 脑 垂体 前 体 中 分 离 纯化 了 含有 生 
长 激素 的 胞 质 分 沁 颗 粒 ,并 与 地 面 结果 相 比 ,发 现在 轨 细 胞 有 更 高 的 电泳 迁 移 率 , 表 明 暴 
露 于 微 重力 下 的 细胞 表面 静电 荷 密度 会 发 生 改 变 。 

对 于 细胞 的 分 离 由 于 其 所 要 求 的 生理 环境 很 苛刻 及 不 易 保 持 其 生物 活性 ， 使 一 些 常 
规 的 分 离 方法 显得 无 能 为 力 , 然 而 不 同 的 细胞 其 表面 积 的 负电 荷 密度 一 般 都 有 差异 ,因此 
可 用 CFFE 来 进行 分 离 , 同 时 因 CFFE 的 独特 性 ,使 其 备 受 细胞 学 家 和 生化 学 家 们 的 青 
睐 。 人 们 已 开展 地 基 和 空间 的 细胞 分 离 研 究 工 作 , 并 有 数 百 种 细胞 应 用 CFFE 得 到 分 离 。 

早 在 60 年 代 ,Hannig 和 Zeiller 等 人 就 已 开始 进行 免疫 系统 中 各 种 细胞 的 分 离 工 作 ， 
在 分 离 分 化 和 激活 不 同时 期 的 B\ 工 淋巴 细胞 的 过 程 中 证 明了 CFFE 是 一 种 强 有 力 的 研 
究 方法 。Bauer 和 Weber 在 细胞 生存 力 和 电泳 分 离 条 件 的 关系 上 作 了 大 量 的 研究 ,并 提 
出 介质 中 氧化 钠 浓度 至 少 达到 353mmol 以 上 , 才 可 能 满足 分 离 后 细胞 的 生存 力 的 要 求 ; 同 
时 ,他们 还 发 展 了 三 种 很 好 的 细胞 分 离 缓冲 液 系 统 !3]。 现 在 ,B 和 工 淋 巴 细胞 已 经 可 以 - 
通过 自由 流 电泳 大 量 地 进行 制备 。 

一 灿 于 





精子 是 一 种 特殊 的 细胞 , 它 本 身 就 具有 移动 能 力 。 但 由 于 带 有 X 染色 体 的 精子 与 带 
有 立 染色 体 的 精子 具有 不 同 的 表面 电荷 密度 ,所 以 同样 可 用 自由 流 电 泳 对 其 进行 分 离 。 
Kaneko 等 5441 人 和 Engelmann 等 55] 人 用 自由 流 电泳 均 得 到 了 100% 纯 化 的 含 又 染色体 和 
80% 纯 化 的 含 Y 染色 体 的 人 精子 。 

自由 流 电泳 还 可 用 于 临床 上 的 血液 细胞 快速 3 兔 红 细胞 
检测 ,以 监测 身体 的 病变 情况 。Valet 等 556] 人 通过 
对 绵羊 红细胞 群体 动力 学 的 研究 发 现 ,在 幼 羊 的 血 
液 中 存在 三 种 红细胞 群体 ,其 电泳 图 谱 表 现 为 在 幼 
年 动物 中 有 两 个 峰 ,而 在 成 年 动物 中 只 有 一 种 红 细 愉 
胞 。 将 每 天 的 电泳 图 谱 依 次 排列 起 来 ,可 清楚 地 看 
到 整个 变化 过 程 。 

7.15 为 我 们 实验 室 对 人 和 兔 红 细胞 的 分 离 
图 。 分 离 缓冲 液 为 153mmol[L 三 乙醇 胺 ,4mmol/L 17 53317010 7 
醋酸 钾 , 10mmolLL 葡萄 糖 ,240mmolLL 甘氨酸 ， 管 号 
30mmolLL 蔗糖 ,pH7.2。 

为 了 能 对 那些 电荷 密度 差异 不 大 的 细胞 进行 吓人 全 
分 离 , 人 们 还 发 展 了 抗原 特异 性 电泳 细胞 分 离 法 和 0 
以 后 的 免疫 自由 流 电泳 ,使 细胞 的 电泳 分 离 更 
JR 

在 空间 进行 过 的 细胞 电泳 对 象 ,以 不 同 种 类 的 红细胞 为 多 ,也 有 肾 细 胞 、 脾 细胞 淋巴 
细胞 和 骨 艇 细胞 。 





六 、 目 由 流 电 瀛 在 微 重 力 下 的 特 失 


颗粒 沉降 小 滴 沉 降 和 热 对 流 是 影响 自由 流 电泳 的 三 种 重力 现象 ,在 微 重力 条 件 下 这 
些 现象 几乎 完全 消失 ,这 使 CFFE 的 放大 在 空间 有 可 能 得 到 实现 ,而 且 也 只 有 空间 条 件 才 
是 消除 重力 依赖 的 影响 因素 的 惟一 机 会 。 

在 地 基 条 件 下 ,为 了 减 小 热 对 流 ,分 离 腔 的 厚度 必须 保持 在 0.5 一 0.8mm 内 ,并且 还 
必需 有 十 分 有 效 的 冷却 。 另 外 ,样品 流 的 直径 约 为 分 离 腔 厚度 的 143 时 ,样品 在 介质 流 的 
Posseuil 流 影 响 下 可 达到 最 大 速度 迁移 。 上 述 所 有 条 件 都 限制 了 样品 的 上 样 量 。 微 重力 
条 件 下 ,分 离 腔 内 的 热 对 流 几 乎 完全 消失 ,因此 ,从 理论 上 讲 可 大 大 增加 分 离 腔 的 间隙 ,以 
提高 样品 上 样 量 。 然 而 , 仍 有 两 个 对 立 的 因素 限制 了 CFFE 在 空间 的 无 限 放大 ,使 放大 终 
究 有 一 定 的 限度 。 因 为 :其 一 ,在 冷却 玻璃 板 和 分 离 腔 一 半 厚 之 间 仍 存在 由 焦耳 热 引 起 的 
温度 梯度 ,所 以 在 空间 条 件 下 也 应 控制 分 离 介 质 的 温度 ,使 其 在 蛋白 质 等 活性 材料 的 变性 
温度 以 下 。 其 二 ,冷却 能 力 限 制 了 分 离 腔 厚度 的 上 限 。 通 常 , 腔 厚度 增加 将 明显 降低 腔 内 
液 流 的 散热 效果 ,加 大 腔 内 温度 变化 ;而 温度 增加 1 ,会 使 电泳 迁移 率 增加 3% ,从 而 降 
低 了 过 程 的 分 辩 率 。 考 虑 到 这 些 , 介 质 流 的 厚度 实际 上 最 大 为 3 一 Smm。 然 而 ,即使 这 
样 ,在 分 辩 率 保持 基本 不 变 的 情况 下 ,物料 流通 量 仍 能 增加 约 一 个 数量 级 ,甚至 更 高 。 

与 地 基 条 件 相 比 ,在 微 重力 下 由 于 沉降 现象 的 消失 可 使 用 更 高 浓度 的 样品 上 样 ,使 物 
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料 流通 量 进一步 提高 S 一 10 倍 (依赖 于 被 分 离 的 生物 材料 )。 这 种 提高 可 以 认为 是 由 于 在 
微 重 力 下 避免 了 微 滴 的 形成 而 实现 的 。 

许多 学 者 以 理论 模型 预言 在 微 重力 下 将 能 使 用 更 大 的 分 离 腔 、 更 高 的 场 强 、 得 到 更 好 
的 分 辩 率 以 及 更 大 的 样品 流通 量 。 在 过 去 20 年 的 空间 电泳 中 ,对 蛋白 质 和 生物 大 分 子 的 
分 离 ,证 实 了 微 重力 条 件 主要 提高 了 流通 量 和 分 辩 率 ,如 美国 的 CFES 实验 指出 空间 流通 
量 将 提高 718 倍 ; 对 颗粒 的 空间 分 离 证 明了 运用 高 场 强 和 大 分 离 腔 的 可 能 性 ,同时 也 证 实 
了 对 流 和 沉降 消失 后 对 分 离 有 利 的 理论 分 析 。 此 外 ,在 空间 对 细胞 的 分 离 也 证 实 了 在 空 
间 可 有 更 宽 的 操作 条 件 ; 这 些 都 至 少 证 明了 微 重力 的 确 为 自由 流 电泳 提供 了 相当 优越 的 
环境 。 
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自由 流 电泳 的 发 展 经 历 了 较 长 一 段 时 间 ,逐渐 向 人 们 展示 了 它 的 潜力 ,一 些 其 他 分 离 
方法 ,尤其 在 制备 级 上 无 法 比拟 的 潜力 。 同 时 , 它 还 是 一 个 合适 的 开展 电泳 理论 研究 的 对 
象 , 如 探讨 热 对 流 、 各 种 动力 学 变形 、 微 重力 等 对 电泳 的 影响 。 而 空间 电泳 在 分 辨 率 和 流 
通 量 上 的 提高 ,更 吸引 了 众多 的 生化 学 家 的 注意 力 。 但 由 于 空间 电泳 的 高 成 本 ,决定 了 候 
选 样品 是 那些 在 地 面 不 可 能 在 纯度 和 量 上 达到 要 求 的 样品 ,或 是 那些 具有 极 高 商业 价值 
的 样品 ,如 其 年 产量 价值 至 少 达 到 1000 万 美元 以 上 的 目标 产品 。 

在 未 来 空间 站 上 ,生物 样品 的 纯化 不 只 是 一 个 简单 的 过 程 , 它 可 组 合 不 同 的 生物 分 离 
技术 通过 一 系列 的 生物 过 程 最 终 得 到 设计 的 目标 产物 。 在 此 之 中 ,细胞 电泳 可 用 于 分 离 
空间 电 融 合 所 产生 的 杂交 瘤 细 胞 或 其 他 细胞 ,纯化 的 细胞 再 作为 空间 生物 反应 器 中 的 种 
子 细胞 ,在 培养 基质 条 件 下 ,使 之 产生 大 量 细胞 ,然后 维持 细胞 在 有 利于 产生 分 沁 激 素 、 抗 
体 等 产品 的 条 件 下 使 之 富 集 ,最 后 将 富 集 的 目标 产品 以 空间 电泳 一 步 纯化 。 在 此 方案 中 ， 
将 这 些 生物 技术 组 合 在 一 起 对 空间 筛选 新 样品 是 相当 有 潜力 的 。 微 重力 研究 也 早已 证 明 
了 其 中 每 一 过 程 的 优越 性 ,其 中 空间 电泳 .空间 电 融 合 和 空间 生物 反应 器 已 在 空间 分 别 得 
到 飞 试 ,而 流 式 细胞 仪 也 已 为 空间 站 的 使 用 在 不 断 发 展 。 

自由 流 电泳 用 于 蛋白 质 组 研究 已 有 报道 [5?]。 蛋 白质 组 的 研究 实质 上 是 在 细胞 水 平 
上 对 蛋白 质 进 行 分 离 和 分 析 , 从 技术 方法 上 ,目前 主要 以 双向 凝 胶 电 泳 分 离 和 质谱 分 析 为 
支撑 技术 ( 见 有 关 章 节 )。 传 统 的 双向 凝 胶 电 泳 由 第 一 向 等 电 聚 焦 和 第 二 向 SDS-PAGE 
组 成 ,虽然 其 一 次 能 分 离 到 上 千 个 蛋白 质点 ,但 有 其 固有 的 缺陷 ,如 严格 限制 样品 的 上 样 
量 (通常 S0vg 一 lmg) ,第 一 向 到 第 二 向 存在 低 转 移 效 率 , 样 品 在 样品 缓冲 液 申 的 低 溶 解 
度 ,许多 蛋白 尤其 是 膜 相 关 蛋 白 和 低 拷 贝 数 的 蛋白 得 不 到 检测 等 等 。 因 此 Simpson 等 57 
人 以 自由 流 电泳 的 等 电 聚 焦 模 式 结 合 SDS-PAGE 对 结肠 瘤 细 胞 系 LIM 1215 进行 了 分 离 
和 质谱 分 析 ,鉴定 到 36 个 蛋白 点 。 此 法 一 方面 可 提高 样品 的 上 样 量 (连续 进 样 ) 另 一 方 
面 可 提高 样品 的 回收 率 , 自由 流 电 泳 收集 的 样品 仅 有 1% 用 于 SDS-PAGE ,剩余 的 99% 可 
用 来 研究 目标 蛋白 质 的 性 质 及 其 进一步 的 结构 特性 ,研究 细胞 信号 传导 的 复杂 性 , 作 进 一 
步 的 细胞 作 图 的 蛋白 质 组 学 研究 。 另 外 ,以 自由 流 电泳 取代 传统 的 凝 胶 等 电 聚 焦 进行 的 
二 向 电泳 ,还 可 用 来 分 离 细胞 器 。 我 们 实验 室 利 用 自由 流 电泳 的 区 带 模式 结合 混和 酶 解 
及 质谱 分 析 , 也 得 到 一 定 的 结果 。 
”3 





我 们 相信 , 随 着 电泳 仪 和 操作 条 件 的 不 断 完 善 , 以 及 将 来 空间 站 所 提供 的 便利 ,自由 
流 电泳 必 将 发 挥 越 来 越 大 的 作用 。 


第 三 节 液 相 等 电 聚 焦 


蛋白 质 的 分 离 方法 可 依赖 于 蛋白 质 的 各 种 不 同性 质 来 区 别 ,如 质量 形状 .电荷 , 玻 水 
性 `, 亲 和 性 等 ,或 者 结合 这 些 因 素 中 的 几 项 。 大 多 数 工 作者 在 聚 丙 烽 酰 胺 凝 胶 或 琼脂 糖 凝 
胶 上 电泳 ,其 目的 是 分 析 , 如 等 电 聚 焦 、SDS- PAGE、 双 向 电泳 ,都 有 很 好 的 分 辩 率 ,广泛 用 
于 生物 学 研究 和 质量 控制 中 。 而 用 这 些 技术 进行 制备 量 是 非常 困难 的 ,因为 上 样 量 通常 
为 0.1 一 2wg, 而 且 很 难 从 凝 胶 上 回收 和 蛋白质。 与 分 析 电 泳 相 比 , 制 备 电 泳 的 分 辩 率 较 差 ， 
还 存在 不 少 困 难 , 璧 如 由 电场 产生 的 焦耳 热 , 是 正比 于 电泳 体积 ;尽管 可 以 采取 冷却 的 方 
法 ,但 冷却 的 效果 又 反比 于 其 表面 积 ,往往 难以 抵消 产生 的 热量 。 等 电 聚 焦作 为 纯化 蛋白 
质 的 方法 ,不仅 具有 高 分 辩 率 、 样 品 高 浓缩 效果 ,以 及 可 以 获得 高 的 回收 率 , 而 且 可 以 不 改 
变样 品 的 物理 化 学 性 质 和 生物 活性 。 因 此 成 为 蛋白 质 分 离 纯化 的 手段 之 一 。 

目前 ,用 于 有 蛋白质 制 备 目的 的 等 电 聚 焦 有 多 种 ,根据 IEF 时 所 用 的 文 持 介质 的 种 类 
不 同 , 基 本 上 可 以 分 两 类 :一 类 是 在 液体 介质 中 的 制备 等 电 聚 焦 ,是 本 节 的 主要 内 容 ; 另 一 
类 是 在 凝 胶 介质 中 的 制备 等 电 聚 焦 , 这 里 不 作 介绍 。 

制备 型 液 相 等 电 聚 焦 的 特点 是 无 载体 。 采 用 无 载体 系统 , 仅 在 液 相 中 进行 等 电 聚 焦 ， 
就 不 存在 从 载体 上 回收 样品 的 问题 。 此 外 ,上 样 量 可 从 几 微 克 到 克 级 ,满足 了 制备 级 的 要 
求 。 在 无 载体 情况 下 ,要 解决 样品 溶液 和 分 离 液 体 介 质 的 扩散 和 电泳 时 产生 热量 而 引起 
的 热 对 流 。 和 否则 ,犹如 牛奶 滴 到 水 中 ,样品 反而 稀释 ,更 谈 不 上 等 电 聚 焦 纯化 样品 了 。 

我 们 实验 室 应 用 了 旋转 式 等 电 聚 焦 (rotofor) 循环 式 等 电 聚 焦 (recycling isoelectrofo- 
cusing,RIEF) .连续 液 相等 电 聚 焦 (continuous IEF,CIEF) 电 泳 技术 。 本 节 将 几 种 类 型 的 
液 相 等 电 聚 焦作 一 简单 介绍 。 


一 、 旋 转 式 寺 电 采 焦 


CS 


1983 年 Bier 报道 一 种 水 平 式 聚 焦 柱 , 它 由 20 一 30 个 平行 而 有 连续 的 部 分 组 成 ,电极 
在 两 端 ,它们 之 间 管 道 是 相通 的 。 整 个 聚焦 室 周 围 有 一 陶瓷 冷却 管 ,聚焦 室 围 着 中 央 冷 却 
棒 旋 转 (lr/min)l58] ,阻止 了 热 对 流 和 地 心 引力 对 蛋白 质 分 子 的 影响 , 这 种 想法 最 早 在 
1967 年 由 贡 erten 提出 :重力 影响 可 以 用 电泳 柱 围 着 它 的 水 平 轴 旋 转 而 减 小 。 

Rotofor 装置 是 Bio-Rad 公司 生产 的 制备 IEF 仪 ,是 根据 区 带 对 流 等 电 聚 焦 仪 改进 
的 ,是 一 种 制备 级 的 无 载体 等 电 聚 焦 仪 ,为 蛋白 质 的 纯化 提供 了 新 的 选择 对 象 。 其 优点 是 
在 反复 的 聚焦 过 程 中 ,使 蛋白 质 纯度 增加 。 举 例 来 说 ,如 果 某 种 有 意义 的 蛋白 质 经 第 一 次 
分 离 后 (两 性 电介质 pH3 一 9) ,发 现 分 布 在 二 个 或 三 个 收集 管内 ,可 对 此 样品 采用 相应 的 更 
守 pH 的 两 性 电介质 (pH4 一 6) 进 行 第 二 次 聚焦 ,使 纯度 增加 。 该 仪器 的 特点 如 下 所 述 。 

外 等 电 聚 焦 可 直接 在 溶液 中 进行 ,不 需 加 稳定 介质 。 聚 焦 室 含有 19 个 平行 的 聚 酯 膜 
隅 板 ,使 聚焦 室 分 隔 成 20 个 不 连续 的 间隔 部 分 。 等 电 聚 焦 过 程 中 可 控制 蛋白 质 的 扩散 。 
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@ 在 聚 焦 室 的 中 心 有 一 指 形 的 陶瓷 冷却 管 , 它 与 聚 酯 膜 隔 板 的 膜 世 相 联 ,可 阻止 电泳 
过 程 中 的 热 对 流 。 

@ 在 IEF 过 程 中 聚焦 室 可 以 转动 ,而 使 地 心 引 力 被 消除 。 

田 等 电 聚 焦 结 束 后 ,可 将 含有 20 个 针管 的 收集 装置 与 聚焦 室内 20 个 间隔 室 相连 , 通 
过 真空 吸引 能 在 几 秒 钟 内 收集 到 20 个 间隔 室内 已 通过 IEF 分 开 的 蛋白 质 而 不 被 混合 ， 
保持 pH 梯度 和 等 电 点 蛋白 质 。 

由 于 以 上 一 些 特点 使 Rotofor IEF 制备 电泳 仪 分 离 蛋白 质 获 高 分 辩 率 成 为 可 能 61。 


(二 ) Rotofor 制备 电泳 仪 操作 步骤 





(1) 组 装 
根据 Rotofor 制备 电泳 使 用 说 明 书 组 装 好 仪 句 (图 7.16)。 





图 7.16 Rotofor 制备 电泳 仪 和 取样 装置 


(2) 加 样 

加 样品 于 聚焦 室内 (注意 不 要 带 人 气泡 ;样品 最 小 体积 30ml, 最 大 体积 SSml) ,蛋白 质 
样品 制备 :根据 和 蛋白质 的 性 质 可 用 以 下 几 种 溶液 。 

溶液 1: 样 品 溶 于 2% 两 性 电解 质 中 (pH 范围 根据 需要 选用 )。 

溶液 2: 样 品 溶 于 3molLL 脲 和 2% 两 性 电解 质 中 (pH 范围 根据 需要 选用 )。 

溶液 3: 样 品 溶 于 9molLL 脲 ,2.5Sml B- 琉 基 乙醇 ,10mmolML NaCl,2% 两 性 电解 质 
(PH3 一 10) ,1% 两 性 电解 质 (pHS 一 7)(pH 根据 需要 选用 )。 

每 次 IEF 负载 量 大 约 1.Sg 蛋白 质 。 甩 和 非 离子 去 拍 剂 可 以 保证 蛋白 质 的 溶解 。 
(3) 电泳 条 件 

负极 电极 液 ”0.1molLL NaOH; 正 极 电极 液 0.lmolLL H3PO4。 

样品 加 入 聚焦 室 后 , 盖 上 盖子 。 聚 焦 室 旋转 47 预 冷 10 一 1S$min 后 ,加 稳定 电压 至 
300V ,检查 功率 。 最 后 以 12W 恒定 功率 进行 电泳 。 电 泳 过程 中 ,电压 会 不 断 上 升 (最 大 
电压 2 000V) ,电流 不 断 下 降 并 恒定 ,4h 完成 电 聚 焦 。 

注意 :如 果 起 始 电压 过 高 可 在 样品 液 中 增加 NaCl 浓度 ,使 电压 降低 。 功 率 最 高 只 能 
保持 12W(4Y ) ,过 热 会 损坏 聚焦 仪 。 
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(4) 取样 

电泳 结束 后 ,停止 仪器 的 转动 ;聚焦 室 带 有 取样 孔 的 一 面 朝 下 ,将 取样 装置 连接 到 减 
压 水 泵 , 盖 上 取样 室 盖 子 , 盖 上 的 20 支 针 头 同时 刺 破 聚焦 室 取样 孔 的 膜 而 伸 人 聚焦 室内 ; 
通过 真空 吸引 可 在 几 秒 钟 内 收集 20 个 样品 于 取样 室内 的 20 支 试管 中 。 
(5) 电泳 检查 电 聚 焦 样 品 

20 个 IEF 后 的 样品 可 直接 测定 每 一 管 的 pPH。 取 小 量 可 分 别 进行 薄 层 IEF( 或 盘 状 
IEF 和 SDS-PAGE 电泳 检查 蛋白 质 分 子 质量 的 检查 )。 如 果 目 的 蛋白 质 在 某 一 管 或 分 散 
在 几 管 中 样品 用 水 稀释 后 可 再 次 进行 Rotofor IEF 一 次 ,直至 纯 的 蛋白 质 的 获得 。 
(6) 等 电 聚焦 后 的 载体 两 性 电解 质 的 去 除 

人 中 由 于 两 性 电解 质 的 分 子 质量 较 小 ,因此 透析 的 方法 可 以 去 除 它 们 。 

@ 和 蛋白 质 装 于 透析 袋 内 ,通过 电泳 ,使 两 性 电解 质 泳 出 透析 袋 。 

@@ 如 等 电 点 沉淀 出 的 蛋白 质 可 用 离心 法 收集 ,用 等 电 点 溶液 洗 去 电解 质 。 

引用 60% 一 100% 硫 酸 铵 ,在 对 蛋白 质 稳 定 的 pH 条 件 下 沉淀 出 蛋白 质 ,然后 用 同 浓 
度 的 硫酸 铵 再 洗 3 次 ,去 除 两 性 电解 质 。 

@ 可 用 Sephedex G-25 凝 胶 过 滤 法 ,去 除 两 性 电解 质 。 

@ 超 滤 技 术 的 应 用 。 

我 们 研制 类 似 的 简化 仪器 用 于 分 离 蛋白 质 ,基本 结构 和 Rotofor 相似 ,但 聚焦 柱 由 12 
个 动 片 和 12 个 定 片 间隔 组 成 。 在 电 聚 焦 结 束 后 , 动 片 转动 一 个 角度 , 便 将 原来 相通 的 聚 
焦 池 分 成 互 不 相通 的 12 个 独立 的 小 室 , 然 后 分 别 取 出 样品 。 图 7.17 是 我 们 用 自制 的 仪 
器 制备 卵 白 蛋白 和 细胞 色素 c, 在 收集 后 再 用 Mini-IEF 鉴定 [601 。 
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图 7.17 卵 白 蛋 白 和 细胞 色素 c 的 IEF 分 离 
样品 各 10mg, 两 性 电解 质 pH3 一 10， 
电压 230V, 持 续 24h( 无 冷却 系统 ) 


一 、 循 环 式 等 电 聚 焦 


1. 原理 及 其 组 成 


后 来 Bierl5 又 设计 了 一 种 循环 式 等 电 聚 焦 , 它 的 原理 图 如 图 7.18 所 示 。 
以 RF3 为 代表 的 循环 式 等 电 聚 焦 仪 主要 由 5 部 分 组 成 。 
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图 7.18 RF3 原理 图 和 装置 


(1) 聚焦 分 离 室 

聚焦 室 是 循环 自由 流 等 电 聚 焦 仪 的 核心 ,左右 两 侧 分 别 为 正极 和 负极 小 室 ,离子 交换 
膜 既 使 其 与 中 间 的 聚焦 室 分 开 , 又 通过 膜 仍 可 相通 ,这 样 电极 上 产生 的 气泡 就 不 会 于 扰 中 
央 聚 焦 室 已 分 离 好 的 介面 。 电 极 室 的 酸 碱 也 以 高 速 循环 流动 ,可 将 气泡 赶 走 而 不 致 影响 
电场 。 中 央 分 离 室 循环 流动 的 两 性 电解 质 由 下 而 上 ,在 正 负电 极 所 提供 的 电场 中 形成 从 
正极 到 负极 逐渐 升 高 的 近 线性 的 pH 梯度 ,具有 不 同等 电 反 (pT) 的 重 日 质 对 号 入座 ， 从 
而 各 自分 离 。 

聚焦 室 是 矩形 的 ,两 平行 的 板 之 间 厚 度 0.75mm, 液体 在 其 间 为 一 极 薄 的 幕 状 流 , 在 
蠕动 友 作 用 下 以 较 快 速度 从 底部 30 孔 进 入 聚焦 室 ,然后 由 顶部 相应 的 30 孔 流出 ,再 经 外 
部 管道 流 过 冷却 系统 得 到 降温 ,如 此 反复 循环 直至 聚焦 完成 ,此 时 转动 三 相 风门 ,分离 聚 
焦 好 的 样品 则 进入 收集 器 。 
(2) 热 交 换 器 

等 电 聚 焦 过 程 中 不 断 产 生 和 积累 的 焦耳 热 是 影响 电泳 效果 的 不 利 因素 之 一 ,大 电流 
影响 尤为 严重 ,同时 产生 的 焦耳 热 正 比 于 装置 的 体积 ,而 冷却 效果 只 正比 于 它 的 表面 积 。 
循环 自由 流 等 电 聚 焦 引 进 外 部 冷却 系统 ,聚焦 过 程 可 以 控制 在 合适 的 温度 下 进行 ,避免 了 
温度 过 高 而 可 能 对 样品 生物 活性 造成 不 利 影响 ,有 效 保证 了 聚焦 后 样品 生物 活性 的 回收 。 
控制 温度 的 作用 还 在 于 显著 地 减 小 对 流 ,防止 扩散 ,使 聚焦 达到 最 佳 效 果 。 
(3) 蠕动 双 

蠕动 泵 是 液体 循环 流动 的 动力 来 源 , 有 两 种 泵 ,一 种 为 双向 可 调 速 ,用 于 驱动 两 性 电 
解 质 载体 和 样品 的 循环 流动 ,改变 和 泵 的 转动 方向 和 速度 可 以 进行 进 样 、 驱 赶 系 统 中 气泡 、 
收集 样品 等 目的 。 另 外 一 组 泵 驱动 聚焦 池 两 侧 电 极 室 中 电解 液 的 循环 流动 ,电解 过 程 中 
可 能 产生 的 气泡 在 循环 流动 过 程 中 及 时 得 到 排放 。 
(4) 排 气泡 装置 

排 气泡 装 置 在 循环 流动 过 程 中 的 主要 作用 是 排除 系统 在 聚焦 过 程 中 可 能 产生 的 气 
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泡 , 还 可 以 在 样品 体积 较 小 时 在 此 进行 加 样 。 
(5) 收集 器 

聚焦 后 的 两 性 电解 质 pPH 从 第 1 管 到 第 30 管 呈 线 性 分 布 ,样品 则 按 其 等 电 点 分 配 于 
相应 的 管道 中 循环 流动 ,循环 自由 流 等 电 聚 焦 采 用 30 只 收集 管 组 成 的 收集 句 , 在 蠕动 条 
的 作用 下 分 别 对 应 收集 ,避免 了 聚焦 后 目标 样品 的 再 混合 。 


2. RF3 的 操作 步骤 


@ 将 配制 好 的 阴极 (0.1lmolLL 氧 氧 化 钠 ) 和 阳极 (0.1molLL 磷酸 ) 电 极 液 加 注 到 电极 
储 杯 内 ,将 两 性 电解 质 溶液 (1% 两 性 电解 质 ,10% 甘油 ,105ml) 以 针 简 注入 分 离 腔 内 ,并 
注意 将 腔 内 的 气泡 敲 击 赶 出 。 

@ 预 聚焦 :将 电 参 数 设 置 到 最 大 (1530W,400mA,1 500V) 进 行 预 聚 焦 30 一 453min。 

@@ 加 样 : 竺 电流 下 降 并 稳定 于 某 一 值 后 ,以 针 简 注 人 和 欲 分 离 样品 (5 一 10ml) 。 

由 聚焦 : 调 低 电压 至 1 000V, 聚 焦 1h; 之 后 500V, 聚 焦 0.5h。 

名 取样 :聚焦 结束 ,同时 关 泵 和 高 压 , 并 将 聚焦 好 的 溶液 赶 至 30 管 收集 管内 。 

@@ 检 测 :收集 的 样品 作 pH 值 和 光 密 度 值 测定 ,并 可 做 进一步 的 分 离 , 如 将 每 一 管 继 
续 做 SDS-PAGE 电泳 分 离 ,或 将 其 中 的 一 管 或 几 管 重新 进行 不 同 pH 范围 的 等 电 聚 焦 以 
获得 更 纯 的 样品 。 

@ 仪 器 的 清洗 : 率 焦 结束 后 的 分 离 腔 应 及 时 进行 清洗 ,保证 以 后 的 正常 使 用 。 依 次 以 
5$00 一 1000ml 水 ,300 一 400ml 0.1molL 氧 氧 化 钠 ,1000 一 1500ml 水 ,200ml 10% 酒 精 冲 
洗 分 离 腔 , 排 空 电 极 槽 并 以 水 冲洗 ,最 后 放松 泵 。 


3. RIEF 的 应 用 


@ 用 于 酶 的 精制 纯化 !9] ,从 米 曲 霉 中 初步 提纯 的 DNA 核酸 酶 ,经 RIEF 分 离 , 酶 活 
性 集中 在 第 14 管 ,活性 回收 82% 。 

@ 除 去 干扰 素 中 的 热源 !@] ,a -干扰 素 - 2 制剂 中 含有 热源 ,影响 其 临床 应 用 ,Nagab- 
hushan 等 人 先 用 pH3 一 10 的 两 性 电解 质 分 离 ,发 现 样 品 集中 的 5 一 8 管 中 有 抗 病毒 活性 ， 
但 仍 含 有 一 定量 的 热源 ,根据 这 几 管 的 pH 在 5~7 之 间 , 采 用 pH4~-7 的 两 性 电解 质 第 二 
次 聚焦 ,可 将 干扰 素 和 热源 分 开 。 

我 们 实验 室 以 标准 蛋白 进行 RIEF 的 分 离 ,结果 见 图 7.19。 

分 离 样品 :1% 细 胞 色素 c`1%Hb、1%BSA。 

(样品 需 经 色谱 柱 脱 盐 或 含 低 盐 浓度 ,用 0.4Spum 微 孔 滤 膜 过 滤 ) 

电极 缓冲 液 :负极 :0.1lmolLL 氧 氧 化 钠 ， 正极 :0.lmolLL 磷酸 。 

分 离 室 缓冲 液 及 电泳 条 件 : 配 成 1% 两 性 电解 质 (军事 医学 科学 院 产 品 ) , 含 10% 甘 
油 , 共 10$ml 注入 分 离 腔 ,进行 预 聚 焦 30 一 4$Smin, 电 压 1 000V。 然 后 加 样 再 进行 聚焦 ,每 
隔 10 一 1$min 记录 电流 和 功率 ,直至 电流 衡 定 ,调节 电压 1200V ,继续 聚焦 10 一 1Smin ,最 
后 收集 。 
样品 量 大 于 10ml ,可 不 进行 预 聚焦 ,加 去 离子 水 至 102.Sml( 含 10% 甘 油 ) ,再 加 40% 
两 性 电解 质 2.$ml, 直接 进行 聚焦 。 
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图 7.19 BSA 血红 蛋白 ,细胞 色素 c 的 分 离 纯化 


4. 讨论 


等 电 聚 焦 早 期 用 单个 氨基 酸 时 ,pH 范围 罕 , 绥 冲 能 力 差 。 目 前 大 多 用 两 性 电解 质 ,这 
是 一 种 多 氨基 多 羧 酸 , 具 有 趋 于 连续 改变 的 氨基 羧基 比 ,pH 值 连续 ,能 得 到 较 平 滑 的 pH 
梯度 。 

两 性 电解 质 对 某 些 酶 活性 有 影响 91 , 限 止 了 它 的 应 用 。 因 此 也 有 用 几 种 氨基 酸 衍生 
物 代 替 两 性 电解 质 建立 阶梯 式 pH 梯度 的 探讨 [6 , Righetti 则 采用 一 种 膜 建 立 固定 化 的 
梯度 (imnmobilized gradients) 以 代替 液 相 两 性 电解 质 !6] ,最 近 Hoefer 公司 已 有 此 类 商品 化 
的 仪器 供应 。 

两 性 电解 质 的 质量 对 结果 有 影响 ,有 些 国产 两 性 电解 质 的 紫外 吸收 很 高 | 
质 的 定量 ,因为 在 聚焦 后 观察 蛋白 质 的 分 布 ,以 测 280nm 的 光 吸 收 最 方便 , 又 不 损失 样 
品 。 如 两 性 电解 质 的 紫外 吸收 很 高 ,以 致 无 法 测 到 280nm 的 光 吸 收 。 有 些 国产 的 两 性 电 
解 质 可 能 含有 盐 ,因为 在 同样 实验 条 件 下 ,电流 明显 偏 大 ,这 也 有 影响 。 

关于 如 何 去 除 IEF 纯化 的 蛋白 质 中 的 Ampholine, Nilsson 等 566] 人 报道 ,用 4C-Am- 
pholine 实验 ,用 Sephadex 分 Ampholine 和 蛋白质 有 两 个 头 端 ,一 是 回收 低 , 二 是 样品 在 此 
过 程 中 被 稀释 ,作者 采用 硫酸 铵 沉淀 法 ,原来 0.5Smg/ml 的 Haemolysin 和 SmgMml BSA， 
Lysozyme 中 放射 性 为 (2 一 5) x 104 cpmvml, 在 重复 沉淀 3 次 后 ,再 把 蛋白 质 溶 解 在 
0.1molLL 磷酸 缓冲 液 (pH7.0) 中 ,完全 测 不 到 放射 性 。 


二 、 制 备 型 连续 流 等 电 困 焦 


Weber 设计 了 连续 自由 流 等 电 聚 焦 仪 ,并 使 之 商品 化 。 结 构 和 连续 流 电泳 相同 ,模式 
如 图 7.20。 
0.5% 两 性 电解 质 由 底部 连续 进入 分 离 室 (1 道 ,最 多 $ 道 ), 其 设计 可 保证 形成 稳定 
的 平流 。 流 经 分 离 室 时 在 电场 作用 下 形成 pH 梯度 。 
样品 由 进 样 口 连续 进入 ,在 pH 梯度 下 ,和 蛋白质 根据 不 同等 电 点 (pT) 聚 集 ,分离 过 程 
于 5 一 10min 即 可 达到 平衡 。 由 于 设计 是 连续 性 的 ,在 达 平衡 后 连续 进 样 ,连续 收集 ,因此 
人 





OCTOPUS 等 电 聚焦 
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2. 负 极 稳 流 介质 | 1.2 正极 稳 流 介质 
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7.20 连续 流 等 电 聚 焦 原理 图 和 仪器 结构 图 


从 理论 上 讲 ,制备 量 应 是 很 可 观 的 。 


Weber 设计 的 仪器 长 S00mm , 宽度 100mm, 厚度 0.Smm, 在 分 离 室 的 后 面 有 冷却 系 


统 ,在 100mm 宽度 上 有 96 收集 管 。 
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我 们 以 标准 蛋白 质 进行 了 CIEF 分 离 ,结果 见 图 7.13( 本 章 第 二 节 )。 


( 宋 金 芳 ” 必 红 旦 履 莱 莱 ) 
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第 八 章 高 效 液 相 色 庶 


对 于 经 典 的 液 相 色 谱 法 ,流动 相 在 常 压 下 输送 ,所 用 的 固定 相 柱 效 低 , 分析 周期 长 。 
20 世纪 60 年 代 末 ,引入 了 气相 色谱 法 的 理论 ,在 技术 上 采用 了 高 压 输液 泵 高效 固 定 相 
和 高 灵敏 度 的 检测 器 ,克服 了 经 典 液 相 色谱 法 的 缺点 ,具有 分 析 速 度 快 、 分 离 效率 高 、 检 出 
极限 低 的 特点 。 因 此 被 称 为 高 压 或 高 效 液 相 色 谱 法 (high performance liquid chromato- 
graphy，HPLC)。 


第 一 节 ， 高效 液 相 色谱 的 类 型 及 分 离 原 理 


高 效 液 相 色谱 的 固定 相 可 以 是 吸附 剂 ,化 学 键 合 固定 相 ( 或 在 惰性 载体 表面 涂 上 一 层 
液 膜 )、 离 子 交换 树脂 或 多 孔 性 凝 胶 ;流动 相 是 各 种 溶剂 。 高 效 液 相 色谱 法 按 组 分 在 两 相 
间 的 分 离 机 理 分 类 ,主要 可 分 为 ; 
液 - 固 吸 附 色谱 
液 - 液 分 配色 谱 < 
高 效 液 相 色谱 { 离子 交换 色谱 
凝 胶 色谱 ( 排 阻 色谱 ) 
亲 和 色 谱 


正 相 分 配色 谱 
反 相 分 配色 谱 


1. 液 - 固 吸附 色谱 


液 - 固 吸附 色谱 是 以 液体 为 流动 相 , 以 固体 吸附 剂 如 硅胶 ` 活 性 痰 、 氧 化 铝 等 作为 固定 
相 。 其 基本 原理 是 一 些 物 质 在 同一 吸附 剂 上 的 吸附 能 力 的 不 同 。 这 种 吸附 作用 的 本 质 ， 
很 可 能 是 基质 和 样品 间 的 非 专 一 的 偶 极 与 偶 极 间 的 作用 。 在 样品 进入 色谱 柱 以 后 ,经 展 
开 , 吸 附 能 力 差 的 物质 迁移 得 快 ,吸附 性 强 的 物质 移动 得 慢 ,从 而 一 个 混合 物 中 几 种 物质 
就 可 按 其 吸附 性 被 彼此 分 开 。 分 离 过 程 是 吸附 与 解吸 附 的 平衡 过 程 ,也 是 溶剂 分 子 与 样 
品 中 溶质 分 子 在 吸附 剂 表面 竞争 的 结果 。 这 种 竞争 吸附 同时 表现 在 不 同 溶质 分 子 的 不 同 
官能 团 对 吸附 剂 表面 吸附 -解吸 附 作 用 的 强 弱 上 。 


2. 液 - 液 分 配色 谱 


液 - 液 分 配色 谱 的 流动 相 为 液体 ,固定 相 是 将 固定 液 涂 渍 或 键 合 在 惰性 载体 表面 上 。 

分 配色 谱 是 基于 样品 中 各 组 分 在 固定 相 和 流动 相 之 间 的 分 配 系 数 不 同 而 进行 分 离 的 。 可 

分 为 正 相 分 配色 谱 和 反 相 分 配色 谱 两 种 。 固 定 相 的 极 性 大 于 流动 相 的 极 性 , 称 为 正 相 色 

谱 , 这 种 色谱 通常 用 于 分 离 极 性 较 强 的 化 合 物 , 如 酚 类 、 胺 类 羟基 化 合 物 、 氨 基 酸 等 ,分 离 

顺序 是 极 性 较 弱 的 组 分 保留 值 小 , 先 流出 色谱 柱 ; 固 定 相 的 极 性 小 于 流动 相 的 极 性 , 称 为 

反 相 色谱 (reversed phase chromatography) , 它 是 目前 高 效 液 相 色谱 法 中 应 用 最 多 和 最 有 
as 有” 


效 的 方法 ,常用 于 分 离 非 极 性 化 合 物 ,分 离 顺 序 是 极 性 较 强 的 组 分 保留 值 小 , 先 流出 色谱 
柱 。 

反 相 色谱 固定 相 有 硅胶 键 合 相 填 料 多孔 碳 固定 相 \ 葵 乙烯 型 共聚 微 球 填 料 、 氧 化 铝 
或 氧化 独 等 作为 基质 的 涂 层 填料 。 其 中 硅胶 键 合 相 填料 最 为 常用 ,大 量 的 是 各 种 烷 基 硅 
烷 的 化 学 键 合 硅胶 。 烷 基 链 长 可 以 是 C .Ci Cs、`Cl6`Clg `Cz 等 ,但 最 常用 的 是 Cis, 又 称 
ODS, 即 十 八 烷 基 硅烷 键 合 硅胶 。 

用 反 相 色谱 分 离 纯化 蛋白 质 时 流动 相 的 选择 应 满足 :在 210 一 280nm 的 紫外 吸收 要 
小 溶剂 易 除 去 ` 价 格 低 、 毒 性 小 、. 选 择 性 好 等 条 件 。 常 用 的 有 机 溶剂 有 甲醇 、 乙 且 、 丙 醇 
等 。 常 用 的 离子 对 试剂 有 三 氟 乙 酸 (TFA) 磷酸、 甲酸 。 常 用 的 流动 相 组 成 :A 液 :HzO- 
0.1%TFA;B 液 :HIO-X-0.1%TFA (X 为 甲醇 乙 且 \ 丙 醇 异 丙 醇 等 , 按 此 顺序 流动 相 的 
洗 脱 能 力 依次 增强 )。 


3. 离子 交换 色谱 


离子 交换 色谱 (ion exchange chromatowraphy,IEC) 是 目前 蛋白 质 化 学 中 应 用 最 广 的 
方法 之 一 。 其 原理 是 利用 物质 的 带电 部 分 与 具有 相反 电荷 的 离子 交换 剂 的 相互 作用 不 
同 ,进而 达到 分 离 纯化 的 目的 。 因 为 几乎 所 有 的 生物 大 分 子 都 有 极 性 ,都 带电 荷 , 所 以 离 
子 交 换 色 谱 广 泛 应 用 于 生物 大 分 子 的 分 离 纯化 ;又 由 于 离子 交换 色谱 处 理 样 品 量 大 ,容易 
操作 , 它 已 成 为 生物 大 分 子 分离 纯 化 的 重要 方法 ,在 生物 大 分 子 的 分 离 纯化 中 约 有 75% 
的 工作 采用 离子 交换 色谱 法 。 而 且 由 于 价 廉 和 纯化 后 的 蛋白 质 多 保持 原 有 活性 ,是 生物 
大 分 子 分 离 和 纯化 中 应 用 广泛 的 通用 型 色谱 。 

离子 交换 色谱 固定 相 的 基质 有 硅胶 基质 和 有 机 票 合 物 两 大 类 。 根据 离子 交换 剂 所 带 
电荷 性 质 , 这 类 色谱 又 可 以 分 为 阳离子 交换 色谱 和 阴离子 交换 色谱 ,其 中 当 离 子 交 换 剂 带 
阳离子 基 团 时 即 可 吸附 阴离子 样品 , 称 为 阴离子 交换 色谱 ;反之 , 当 离 子 交 换 剂 带 阴 离子 
基 团 时 ,可 吸附 阳离子 样品 , 称 为 阳离子 交换 色谱 。 根 据 可 电离 基 团 的 解 离 度 , 它 们 又 可 
分 为 强 的 和 弱 的 离子 交换 色谱 。 常 见 的 离子 交换 基 团 有 , 弱 阴 :一 NE 一 NHR 一 NRR ; 
弱 阳 :一 COOH; 强 阴 : 一 NR3 一 N 三 ; 强 阳 :一 SO3H。 

离子 交换 色谱 中 所 用 的 流动 相 为 盐 的 水 溶液 。 依 据 pH 和 盐 浓度 的 变化 与 使 用 国 
定 相 的 种 类 ,可 用 pH 梯度 或 盐 浓 度 梯度 洗 脱 ( 盐 浓度 一 般 由 0.01 一 1.0molML)。 在 绝 
大 多 数 情况 下 ,以 IEC 法 进行 分 离 和 纯化 的 蛋白 质 均 保 持原 有 的 活性 ,但 是 某 些 特殊 情 
况 例 外 ,如 : 当 蛋 白质 的 活性 部 位 位 于 可 解 离 的 基 团 上 时 ,用 IEC 分 离 可 能 失 活 。 考 虑 
到 蛋白质 的 活性 时 往往 较 多 用 弱 的 离子 交换 色谱 ,一 些 较 小 和 较 稳 定 的 分 子 , 如 氮 基 酸 
和 小 肽 等 仍 可 用 强 的 离子 交换 色谱 。 当 然 ,在 测定 结构 时 ,不 必 考 虑 活性 ,只 要 能 达到 
分 离 的 目的 ,可 任意 选用 。 

在 离子 交换 中 ,蛋白 在 交换 剂 上 的 吸附 要 置换 出 在 交换 剂 上 的 配 衡 离子 ， 使 流动 相 中 
的 了 离子 浓度 增 大 或 减 小 ,从 而 会 影响 蛋白 的 电荷 大 小 及 其 在 固定 相同 流动 相 之 间 的 
分 配 平衡 。 为 维持 流动 相 中 pH 恒定 ,应 用 缓冲 溶液 。 一 般 推荐 的 适合 的 缓冲 容量 应 为 
10mmol/L ,还 要 注意 缓冲 液 不 应 干扰 蛋白质 的 交换 过 程 ,同时 注意 温度 的 影响 ,以 避免 因 
此 影响 蛋白 质 的 分 离 和 纯化 。 





* 


4. 尺寸 排 阻 色谱 


尺寸 排 阻 色谱 (size exclusion chromatography) 又 称 为 凝 胶 过 滤 (gel filtration)、 凝 胶 色 
谱 (gel chromatography)、 分子筛 色谱 (molecular sieve chromatography)。 这 类 色谱 和 吸附 
或 交换 无 关 , 基 本 原理 是 生物 大 分 子 进 入 凝 胶 填 料 后 ,分子 大 的 不 能 进入 凝 胶 的 小 的 孔 
穴 ,而 分 子 小 的 可 以 进入 小 的 凝 胶 孔 穴 ,所 以 ,分 子 质量 大 的 先 通过 凝 胶 填 料 ,而 分 子 质量 
小 的 后 通过 凝 胶 填 料 , 从 而 达到 分 离 纯 化 的 目的 。 

排 阻 色谱 固定 相 的 基质 有 硅胶 ! 和 聚合 物 !2.3 两 种 基质 。 硅 胶 基 质 的 典型 代表 是 
TSK-SW 系列 ,是 在 硅胶 基质 上 负载 亲 水 性 聚合 物 层 形成 的 。 对 于 聚合 物 基质 的 SEC 填 
料 , 经 典 的 有 葡 聚 糖 凝 胶 .琼脂 糖 凝 腕 和 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 , 但 它们 都 是 软 凝 胶 , 不 能 耐 受 高 
压 , 难 以 实现 高 效 分 离 。 现 在 常用 的 聚合 物 刚性 凝 胶 有 两 种 :中 高 交 联 度 (>40% ) 苯 乙 
烦 - 二 乙 烽 基 葵 共 聚 物 微 球 ,粒度 约 为 10pm, 和 孔径 分 布 范围 很 大 ,为 10 一 100nm, 耐 压 达 
40MPa, 最 高 使 用 温度 低 于 1507 ; @ 羟 基 化 聚 醚 多 孔 微 球 ,粒度 约 为 10pm, 孔径 5 一 
200nm, 耐 压 20 一 30MPa, 使 用 温度 10 一 40T 。 

在 用 排 阻 色谱 分 离 蛋白 质 时 ,一 般 用 等 度 方 式 洗 脱 ,通常 采用 盐 离子 浓度 在 0.05 一 
0.SmolLL 之 间 的 缓冲 溶液 。 有 时 为 了 增加 蛋白质 的 溶解 度 , 也 会 加 入 有 机 溶剂 、. 脲 或 盐 
酸 肌 等 试剂 。 

目前 所 用 的 凝 胶 过 滤 的 载体 可 以 根据 它们 的 孔径 分 为 很 多 种 不 同 的 规格 。 每 种 规格 
都 有 其 特定 的 分 级 范围 ,一旦 超出 分 级 范围 ,不 论 是 其 上 限 还 是 下 限 , 即 使 分 子 质量 有 大 
有 小 ,但 载体 的 排 阻 情况 基本 相同 ,就 无 法 分 离 。 为 此 ,在 使 用 这 种 色谱 时 ,要 根据 所 要 纯 
化 的 样品 的 分 子 质量 选择 所 用 的 凝 胶 过 滤 的 基质 。 凝 胶 过 滤 除 了 可 对 混合 物 进行 分 离 
外 ,还 能 提供 样品 分 子 质 量 的 信息 。 要 较 精 确 地 定 出 样品 的 分 子 质 量 , 可 以 用 一 系列 分 子 
质量 不 同 的 标准 样品 。 先 分 别 用 大 于 所 用 载体 上 限 分 子 (常用 的 是 蓝 色 葡 聚 糖 ,分 子 质量 
约 200 万 ) 和 小 于 下 限 的 分 子 ( 可 以 用 有 紫外 吸收 的 氨基 酸 或 其 衍生 物 , 也 可 用 有 色 的 盐 
类 ,例如 NiCb ) , 测 得 它们 的 洗 脱 体积 ,用 以 标定 凝 胶 过 滤 柱 的 V. 和 Vi。 然 后 再 测定 一 
系列 已 知 分 子 质量 的 标准 样品 在 柱 上 的 洗 脱 体积 V。, 所 得 的 一 系列 (Ve- Vi 人 Vo= 
Vi) 和 标准 样品 的 分 子 质 量 (zz ) 的 对 数 成 线性 关系 。 测 得 了 待 测 分 子 质量 的 样品 的 we。， 
再 由 (Ve- Vi) 人 MV。- Wi) 从 标准 曲线 上 可 以 求 得 未 知 样品 的 分 子 质 量 。 更 为 简单 的 方 
法 是 以 log 2 对 V。 作 图 ,所 得 的 直线 也 能 作为 测 未 知 样品 的 标准 曲线 。 

也 可 用 此 法 达到 脱盐 和 浓缩 大 分 子 质量 物质 的 目的 ,但 是 所 用 的 量 均 不 大 。 


S$. 亲 和 色 谱 


亲 和 色 谱 (affinity chromatography) 是 一 种 以 样品 的 生物 活性 为 依据 的 分 离 分 析 方 
法 。 生 物 分 子 的 特点 是 有 其 专 一 的 活性 。 例 如 : 酶 分 子 和 底 物 或 抑制 剂 的 专 一 结合 ;抗原 
和 抗体 的 结合 ;激素 和 其 受 体 的 结合 ;一 些 维 生 素 和 血浆 中 的 运载 蛋白 质 的 结合 ;凝集 素 
和 糖 类 的 结合 ;核酸 和 有 关 的 结合 蛋白 等 。 如 果 能 将 上 述 的 例子 中 的 诸多 相互 作用 体系 
中 的 一 方 连接 到 基质 上 ,使 之 固定 化 ,就 有 可 能 分 离 纯化 专 一 作用 的 另 一 方 。 

亲 和 色 谱 的 固定 相 由 基质 空间 臂 和 配 体 三 部 分 组 成 。 基 质 有 陶瓷 、. 聚 茉 乙烯 、 硅 胶 
等 。 空 间 臂 的 存在 是 因为 基质 的 几何 位 阻 常 常 限制 了 分 离 物 与 配 体 的 结合 ,所 以 ,为 了 使 
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配 体能 与 分 离 物 的 作用 位 点 起 作用 ,在 配 体 和 基质 间 加 入 一 定 长 度 的 有 机 基 团 即 空间 臂 。 
配 体 通常 是 酶 .抗原 .抗体 激素、 核酸 等 生物 大 分 子 。 

亲 和 色 谱 的 流动 相 主要 是 一 些 缓冲 溶液 ,常用 的 有 磷酸 盐 (PBS)、 确 酸 盐 、 乙 酸 盐 、 柠 
檬 酸 盐 .Tris-HCI 等 缓冲 体系 。 

为 了 能 有 效 地 进行 分 离 分 析 , 在 将 配 体 和 基质 连接 时 ,一 定 要 保留 配 基 的 生物 活性 ， 
即使 用 的 连接 方法 不 能 过 分 剧烈 。 同 样 道 理 ,在 样品 被 亲 和 在 固定 化 配 基 以 后 ,所 用 的 解 
吸 条 件 也 应 是 尽 可 能 温和 ,以 免 样 品 , 或 固定 化 配 体 , 或 这 两 者 失 活 。 

亲 和 色 谱 的 最 大 特点 是 其 高 效 和 简便 。 一 旦 制备 固定 化 配 体 后 ,操作 使 用 非常 方便 ， 
通常 情况 只 要 在 上 样 后 , 洗 去 杂质 ,就 可 将 所 需 的 物质 解吸 下 来 ,而 且 所 得 的 物质 已 有 较 
高 的 纯度 。 这 样 的 方法 可 以 从 含量 极 低 的 原料 中 经 一 次 亲 和 色 谱 就 能 分 得 所 要 的 物质 ， 
得 率 也 较 高 。 以 血浆 中 的 维生素 B-12 结合 蛋白 为 例 吕 ,这 种 结合 蛋白 在 血浆 中 的 含量 仅 
571 000 万 ,如 果 应 用 常规 的 分 离 纯化 方法 ( 盐 析 和 离子 交换 色谱 或 电泳 等 ) ,即使 能 得 到 ， 
得 率 也 很 低 , 采 用 固定 化 的 维生素 B-12 ,能 很 方便 地 纯化 得 这 一 结合 蛋白。 亲 和 色 谱 的 
过 程 也 是 高 度 浓缩 的 过 程 。 亲 和 色谱 还 有 两 个 另外 优点 ,是 其 他 的 分 离 纯化 方法 所 不 能 
比拟 的 。 一 是 可 以 从 样品 中 除去 大 量 的 杂质 , 产 率 较 高 的 得 到 少量 的 物质 ;二 是 可 以 在 活 
性 物质 中 除去 理化 性 质 几 乎 完全 相同 的 但 已 失 活 了 的 那些 “杂质 ,这 一 点 对 提高 酶 或 其 
他 分 子 的 比 活 特别 有 用 。 

在 亲 和 色 谱 中 还 有 三 种 通用 性 较 强 的 技术 ,免疫 亲 和 色 谱 [59 凝集 素 亲 和 色谱 [7.3] 
和 染料 亲 合 色谱 [9,101。 用 蛋白 质 抗 体 耦 联 到 载体 所 形成 的 免疫 亲 和 柱 可 用 于 作为 抗原 
蛋白 的 分 离 和 纯化 。 凝 集 素 是 一 大 类 能 专 一 地 与 糖 类 及 糖 复合 物 结合 的 蛋白 质 , 固 定 化 
的 凝集 素 则 可 用 于 糖 蛋白 的 分 离 纯化 。 


6. 足 水 作用 色谱 


臣 水 作用 色谱 (hydrophobic interaction chromatography) 是 利用 在 高 的 盐 浓 度 时 ,蛋白 
质 会 吸附 在 玻 水 色谱 填料 上 , 当 降低 洗 脱 液 的 盐 浓度 时 ,它们 会 按 下 水 性 的 强 弱 先后 被 洗 
脱 。 因 玻 水 作用 色谱 有 很 高 的 分 辩 率 ,所 以 是 生物 大 分 子 分 离 纯 化 最 有 效 的 分 离 手段 之 
一 。 因 其 廉价 和 纯化 后 的 蛋白 具有 生物 活性 而 成 为 一 种 较 新 的 发 展 前 途 广阔 的 专门 用 于 
分 离 生物 大 分 子 的 色谱 方法 ,并 且 是 一 种 通用 型 的 分 离 和 纯化 蛋白 的 工具 。 

芍 水 作用 色谱 的 原理 与 反 相 色谱 相同 ,区 别 在 于 下 水 色谱 固定 相 表 面 的 疏水 性 没有 
反 相 色谱 强 , 所 用 基质 分 为 有 机 聚 合 物 ( 交 联 琼脂 糖 Superose 12、TSK-PW、 乙 烯 聚 合 物 
等 ) 和 大 和 孔 硅 胶 键 合 相 两 类 。 玻 水 配 基 有 葵 基 成 基 . 丁 基 \ 丙 基 、 羟 两 基 、 乙 基 、 甲 基 以 及 
硅胶 表面 键 合 聚 乙 二 醇 等 。 

流动 相 一 般 为 pH6 一 8 的 盐水 体系 ,(NH4)2SO, NEH4Ac、NaCl 和 磷酸 盐 等 都 是 常用 
的 盐 ,其 中 (NH4)2SO4 应 用 最 为 广泛 。 洗 脱 方式 采用 梯度 洗 脱 逐 渐 减 少 流 动 相 中 盐 的 浓 
度 , 使 蛋白 质 与 填料 间 的 疏水 作用 减弱 而 使 蛋白 质 得 到 洗 脱 。 和 普通 反 相 色谱 相 比 , 下 水 
作用 色谱 的 玻 水 性 小 , 且 流 动 相 中 不 采用 有 机 溶剂 ,蛋白 质变 性 的 可 能 性 较 小 ,有 利于 蛋 
白质 保持 固有 的 活性 。 
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第 二 节 “高效 液 相 色谱 的 狐 置 


图 8.1 是 高 效 液 相 色谱 仪 的 结构 示意 图 。 主 
要 和 包括 输液 系统 、. 进 样 系统 分离 系统 和 检测 系统 。 
工作 时 ,高压 泵 将 贮 液 池 中 的 流动 相 输 入 色谱 柱 ， 
然后 从 检测 器 出 口 流出 。 待 测 组 分 注入 进 样 器 后 ， 
被 流 经 其 中 的 流动 相 带 入 色谱 柱 进行 分 离 。 分 离 
后 的 各 组 分 依次 进入 检测 器 ,检测 器 的 响应 信号 由 
记录 仪 (或 装 有 色谱 工作 软件 的 电脑 ) 记 录 下 来 即 
得 到 液 相 色 谱 图 。 图 8.1 高 效 液 相 色谱 仪 结构 示意 图 


一 、 输 液 系统 





1. 对 


泵 是 输送 流动 相 液体 的 动力 ,人 们 和 希望 能 得 到 稳 态 的 连续 流动 的 液体 , 低 流速 时 的 品 
声 尽 量 小 ,所 以 对 稍 一 般 有 以 下 要 求 。 中 流量 稳定 。 这 一 点 非常 重要 ,因为 流量 的 稳定 性 
直接 与 保留 时 间 的 准确 性 相关 。 对 于 4 一 Smm 的 常规 色谱 柱 ,最 常用 的 流量 范围 是 0.5 一 
2.0mlMmin, 误 差 应 不 大 于 1% 。 包 耐 高 压 。 思 耐 腐蚀 。 由 操作 和 检修 方便 ,特别 是 流量 
调节 高 压 密封 和 单 向 阀 的 清洗 和 更 换 等 ,要 求 简 便 易 行 。 

早期 在 HPLC 中 大 量 采用 的 是 往复 式 的 活塞 汞 ,有 的 公司 采用 低 扩 散 友 ,Isco 和 ABI 
公司 则 采用 注射 泵 (syringe pump) , 像 针 简 一 样 一 次 推进 ,这 样 没有 脉冲 (图 8.2)。 如 果 
一 个 泵 是 20ml, 二 个 和 泵 形成 梯度 ,总 体积 就 有 40ml。 

2ml/min,1 500psi 4 


注射 泵 
25psi 


活塞 
性 Nn 攻 已 .区 
二 攻 轴 帮 训 ` 单 活塞 往复 系 
往复 泵 
EN 天 医生 人 全 JAY 人 
往复 泵 往复 系 
个 个 TATY 双 活 塞 (平行 ) 
往复 泵 


双 活 塞 (平行 ) 
往复 泵 


图 8.2 不 同 双 造 成 的 脉冲 


2. 梯度 洗 脱 


当 样 品 混合 物 的 容量 因子 & 范围 很 宽 , 当 等 度 (isocratic) 洗 脱 时 不 仅 耗费 时 间 长 而 且 
后 面 的 峰 太 扁平 不 便 检 测 ,这 时 就 需要 梯度 (gradient) 洗 脱 。 梯 度 方 式 可 以 是 连续 的 ,也 
“… 站 


可 以 是 分 段 式 的 。 梯 度 洗 脱 可 以 使 分 析 时 间 缩 短 ,使 所 有 峰 都 处 于 最 佳 分 离 状 态 ,而 且 峰 
形 比较 尖锐 。 

梯度 洗 脱 时 溶剂 系统 可 以 是 二 元 、 三 元 ,甚至 四 元 的 ,但 最 常用 的 是 二 元 溶剂 体系 。 
所 用 设备 也 有 好 几 种 ,大 致 可 分 为 两 类 :一 类 是 高 压 梯度 (或 称 内 梯度 ), 即 按 预先 设计 的 
程序 分 别 用 两 台 高 压 泵 把 两 种 溶剂 打 人 一 个 混合 器 ,混合 均匀 后 再 进入 色谱 柱 , 此 法 需 两 
台 泵 工作 ,价格 较 高 ,但 有 流量 精度 高 和 梯度 洗 脱 曲线 重 现 性 好 的 特点 ; 勇 一 类 是 低压 梯 
度 ( 或 称 外 梯度 ) , 即 两 种 溶剂 按 一 定 程序 混合 ,随后 由 一 人 台 高 压条 打 人 色谱 柱 , 此 法 仅 需 
一 台 条 ,价格 便宜 。 


一 、 进 样 系统 


HPLC 中 的 进 样 方式 有 注射 器 进 样 停 流 进 样 、 浆 进 样 .自动 进 样 器 进 样 等 。 
(1) 注射 器 进 样 

即 像 气相 色谱 那样 ,用 微量 进 样 器 针头 穿 过 橡皮 隔膜 进 样 ,这 是 最 简便 的 一 种 进 样 方 
式 。 而 且 由 于 可 以 把 样品 直接 送 到 柱头 中 心 , 死 体积 几乎 为 零 ,所 以 往往 可 获得 最 好 的 柱 
效 。 
(2) 停 流 进 样 

为 了 避免 高 压 下 操作 , 当 使 用 注射 器 隔膜 进 样 时 可 以 停 友 断 流 , 泄 压 后 注 人 样品 , 即 
停 流 进 样 ,随后 再 开 和 进 行 色 谱 分 离 。 
(3) 闪 进 桩 

虽然 由 于 效 接头 和 连接 管 死 体积 的 存在 , 柱 效 稍 低 于 注射 器 进 样 , 但 因 耐 高 压 、 重 复 
性 好 、 操 作 方 便 而 深 受 色谱 工作 者 的 欢迎 ,其 中 六 通 进 样 闪 最 为 常用 。 
(4) 自动 进 样 器 进 样 

自动 进 样 器 多 用 于 洗 脱 条 件 相同 且 样品 量 较 多 时 或 无 人 看 管 的 色谱 仪 。 使 用 微 处 理 
机 或 电脑 来 控制 六 通 阀 的 采样 `. 进 样 和 清洗 等 动作 。 


二 < 分离 系 殴 


作为 分 离 系统 的 色谱 柱 一 般 为 不 锈 钢管 , 柱 内 壁 要 求 精细 的 抛光 加 工 。 分 析 柱 内 径 
为 2 一 6mm, 排 阻 色谱 柱 内 径 粗 些 。 柱 长 一 般 为 10 一 50cm。 色谱 柱 的 装填 常用 两 种 方 
法 。 对 于 直径 大 于 20pwm 的 填料 ,一般 采用 干 式 装 柱 法 ,即将 填料 通过 漏斗 加 入 到 垂直 放 
置 的 柱 管 中 ,同时 贡 打 或 振动 柱 管 , 以 得 到 填充 紧密 而 均匀 的 色谱 柱 。 另 一 种 是 匀 浆 法 ， 
此 法 用 于 直径 小 于 20pm 的 填料 ,将 填料 用 溶剂 配制 成 匀 浆 ,然后 用 加 压 介 质 (已 烷 或 甲 
醇 等 ) 在 高 压 下 将 匀 浆 压 人 柱 管 中 。 

有 人 形容 , 柱 是 HPLC 的 “心脏 ” ,可见 在 HPLC 工作 中 选择 柱 的 重要 性 。 因 为 用 不 
同 的 柱 , 因 其 分 离 机 理 也 不 同 ,得 到 的 效果 也 不 同 。 通 常 有 反 相 HPLC、 玻 水 HPLC、 凝 胶 
过 滤 HPLC 各 种 离子 交换 HPLC. 亲 和 HPLC 等 。 


1. 柱 性 能 的 判别 


对 色谱 工作 者 来 讲 , 柱 效 是 不 离 口 的 。 而 对 一 般 HPLC 用 户 来 讲 . 对 此 并 无 概念 。 
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在 生化 界 , 人 们 在 进行 SDS-PAGE 分 析 时 , 常 加 已 知 分 子 质 量 的 标准 蛋白 质 在 一 侧 为 对 
照 ,已 是 一 种 常规 程序 ; 而 在 进行 HPLC 时 ,很 少 有 人 先 去 检查 柱 的 分 辨 率 和 计算 柱 效 ， 
因此 在 出 了 问题 或 感到 有 问题 时 非常 迷惑 ,不 知 如 何 着 手 检 查 原因 和 排除 故障 。 

新 柱 到 货 后 , 厂 方 都 应 有 检查 柱 效 的 结果 报告 附 上 ,用 户 可 以 据 此 检查 验收 ,但 由 于 
试剂 ,水 质 、 仪 器 型 号 等 方面 的 差异 和 运输 过 程 的 影响 , 按 常 规 , 柱 效 允 许 有 10% 的 差别 。 

柱 的 分 辨 率 和 柱 效 的 测定 ,一 般 采 用 几 种 化 合 物 为 标准 在 特定 的 条 件 下 进行 分 离 ,并 
据 此 结果 计算 柱 效 Q0 。 人 参见 图 8.3 和 表 8.1 以 Beckman 公司 的 反 相 柱 为 例 , 采 用 一 些小 
分 子 化 合 物 ,配伍 如 下 :乙酰 茶 33mg, 硝 基 葵 S9mg, 苯 2g, 甲 葵 3g, 溶 于 3L 甲醇 中 备用 。 
进 样 5 由 ,254nm 检测 0 。 


36 
. 己 
三 SS 
34 
33 
32 
4.0 4.2 4.4 4.0 才 .8 S.0 
log 分 子 质量 
图 8.3 ， 柱 效 测定 和 对 称 性 测定 图 8.4_TSK 3000PW 的 凝 胶 过 滤 测 定 蛋 白质 
柱 :LiChrosorb RP-8,250mmx4.6mmi 分 子 质量 
洗 脱 液 :ACNVH2O 757]25 样品 :细胞 色素 c, 肌 红 和 蛋白 , 卵 清 蛋白 和 BSA; 
进 样 :10 岂 , 纸 速 :2.0mmAs, 压 力 :23.0bar， 流动 相 :20mmolML PBS,0.3molML NaCl,pH7 .0; 
检 出 :254nm,0.25AU 100mV FS 流速 :0.2mlMmin, 检 测 :280nm,40 


在 鉴定 Phenyl SPW 柱 时 用 丙酮 为 标准 品 ,水 作 流动 相 ; 在 鉴定 CAA-HIC 柱 时 用 w- 胰 
蛋白 酶 原 为 标准 品 (Smg/ml, 进 样 四) ,3.0molML(NEH )2SOVM0.5molML NEHuAc,pH6.0 和 
0.5mol[L NEHIOAc,pH6.0,20min 内 线性 梯度 洗 脱 ;在 鉴定 DEAE 柱 和 CM 柱 时 ,分 别 用 尿 
酸 (0.1mgxml) 和 色 胺 (0.1mg:ml) 作 标准 品 ;在 鉴定 G2000SW 或 G3000SW 时 分 别 用 葡 聚 糖 
《500 000Da) ,PEG(7 500Da 和 PEG 3 000Da) 或 已 知 分 子 质 量 的 蛋白 质 为 标准 (图 8.4, 本 实 
验 室 结果 )。 此 外 还 有 CyanoIP、Si 等 柱 ,都 可 在 厂商 的 资料 中 查阅 到 有 关 信 息 。 


表 8.1 柱 效 和 对 称 性 等 测定 





葵 葵 惹 1,2 - 葵 并 若 
组 成 /100ml 40.00 3.70 0.19 0.95mg 
保留 时 间 人 223.9 268.7 348.1 445.4 
容量 因子 0.8 下 下 2 
峰 对 称 性 要 ? IT 加 此 :2 二 浊 


HETPLom 28.6 有 7 29.3 3 
理论 塔 板 数 A 35020.3 358 允 二 34147.4 32128.0 


中 


以 应 用 生命 系统 (applied biosystem) 的 微 柱 为 
代表 ,直接 采用 一 些 标准 蛋白 质 来 鉴定 反 相 柱 、 离 
子 交 换 柱 、 下 水 柱 的 分 离 效 果 , 这 对 生物 化 学 工作 
者 来 讲 , 更 加 直观 。 图 8.5 为 本 实验 室 结果 。 

这 3 种 蛋白 质 依 次 是 :细胞 色素 c\ 胰 岛 素 、 乳 
白 蛋 白 碳酸 栈 酶 . 卵 白 蛋白 。 有 时 也 用 核糖 核酸 
酶 溶菌 酶 . 胰 凝 乳 蛋白 酶 原 等 。B - 乳 球 和 蛋白 的 胰 
蛋白 酶 酶 解 液 ( 多 肽 ) 也 用 作 鉴 定 柱 效 。 


2. 柱 的 新 进展 


(1) 微 柱 (narrow column,microcolumn)L] 


经 典 的 柱 是 230mm x 4.6mm, 离子 交换 柱 是 
7$mmx7.5mm。 而 微 柱 内 径 是 1 一 2mm, 长 度 为 
30、100、150、150mm 等 。 微 柱 的 优点 如 下 所 述 。 

分 辩 率 至 少 和 经 典 柱 一 样 ,长 的 柱 效果 更 好 。 

回收 率 高 。 因 为 柱 的 载体 少 , 非 专 一 性 吸附 少 。 

灵敏 度 高 。 由 于 流速 仅 100 一 200xlMmin( 经 典 柱 lmlMmin) ,样品 的 峰 尖 窗 , 所 以 检 出 
灵敏 度 提高 。 

溶剂 消耗 少 ,节省 运转 费用 。 以 流速 100wljmin ,一 个 流程 1h 计算 ,分 析 一 个 样品 只 
需 6ml 洗 脱 液 , 约 仅 消 耗 3ml 乙 且 。 

(2) 无 孔径 载体 柱 (non-porous resin column)013] 

这 种 载体 颗粒 度 为 3 一 Sum, 表面 无 孔径 ,因此 被 分 析 的 物质 不 会 进入 载体 内 部 ,而 
只 在 载体 表面 进行 吸附 疏水 结合 或 交换 等 , 故 可 用 于 蛋白 质 和 多 肽 的 快速 分 析 , 一 般 流 
速 1.SmlMmin, 只 需 几 分 钟 即 可 完成 !31。 当 应 用 经 典 的 柱 分 离 生物 大 分 子 时 ,通常 使 用 
较 慢 的 流速 ,因为 大 分 子 进出 柱 介 质 孔 径 结构 的 速度 较 慢 ,如 果 为 缩短 时 间 而 采用 较 快 的 
流速 , 则 分 辩 率 下 降 。 无 孔径 载体 柱 的 发 展 克 服 了 因 蛋 白质 大 分 子 进 入 载体 颗粒 内 部 而 
引起 的 局 限 性 ,解决 了 高 流速 时 样品 峰 太 宽 及 拖 尾 等 问题 。 

(3) 灌注 色谱 (perfusion chromatography)114] 

其 载体 颗粒 结构 中 含有 两 类 孔径 (6 000 一 80 000A 的 贯穿 孔 和 800 一 1500A 扩散 
孔 ) ,克服 了 传统 填料 的 传 质 瓶颈 ,大 大 提高 了 传 质 效 率 , 使 分 离线 速度 从 传统 的 50 一 
360cmwh 提高 到 1 000 一 7000cmAh。 它 比 常规 的 HPLC 柱 载体 的 分 离 速度 快 10 倍 ,30s 一 
3min 即 可 完成 高 分 辨 率 、 高 载 量 的 分 离 , 是 大 量 制备 蛋白 质 类 产品 很 有 潜力 的 方法 (图 
股 -和 
(4) 毛细 管 HPLCH15] 

从 1986 年 发 展 了 微 柱 HPLC 分 离 蛋白 质 和 多 肽 ,将 HPLC 流动 相 流速 从 经 典 柱 
(250mmx4.6mm I.D. ) 的 lmlMmin 降低 到 S0wlMmin( 用 两 个 10ml 的 注射 泵 产生 梯度 ， 
这 类 和 录 的 优点 是 没有 脉冲 ,产生 的 梯度 平稳 )。1995 年 Yamada 发 展 了 毛细 管 HPLC, 用 
2.S$ml 的 注射 泵 ,流速 仅 SulMmin; 样 品 上 样 量 $ 一 2$ 赂 ; 柱 为 130mmx0.Smm I.D. ;梯度 

把 雪 。 


图 8.5 5 种 标准 蛋白 质 的 分 离 图 谱 
ABI RP-300(C8 柱 )30mmx2.1mm 
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图 8.6 灌注 色谱 谱 的 比较 示意 图 





时 变化 小 于 10nlMmin。 收 集 系 统 改 为 毛细 管 直接 点 涂 在 PVDF 膜 上 ,极其 方便 地 定位 峰 
和 收集 样品 (图 8.7)。 如 此 收集 在 膜 上 的 样品 ,可 用 刀片 割 成 1 一 2mm, 然 后 放 在 蛋 日 质 
序列 仪 的 反应 器 上 进行 序列 分 析 , Hsi 等 用 于 t+PA 的 研究 工作 中 ,分 析 量 在 300fmol 一 
10pmol 之 间 。 





图 8.7 毛细 管 HPLC 示意 图 


从 经 典 的 柱 ( 内 径 4.6mm) 到 微 柱 ( 内 径 约 2mm), 再 从 微 柱 到 毛细 管 柱 (内 径 < 
0.5mm)。 一 般 讲 , 内 径 小 了 一 半 , 灵 人 敏 度 可 提高 4 倍 (如 从 经 典 柱 到 微 柱 )。 因 此 ,毛细管 
HPLC 的 灵敏 度 比 经 典 柱 有 了 很 大 的 提高 。 此 外 ,由 于 用 小 内 径 的 柱 , 流 速 也 相应 降低 ， 
又 使 灵敏 度 进一步 提高 ( 表 8.2)。 


表 8.2 柱 内 径 、 流 速 和 灵敏 度 的 关系 





柱 4mm 流速 人 Amin) 峰 体 积 /加 名 义 上 的 浓度 
100X4.6 1000 360 1.0 
100X2.1 250 75 4.8 
100x1.0 50 17 询 泥 
100x0.32 9 7 206.6 


实际 上 ,近年 来 已 有 十 多 家 厂商 生产 毛细 管 柱 , 一 般 内 径 是 0.32mm, 长 度 150 一 
250mm, 颗粒 度 3 一 Su 品种 有 正 相 , 反 相 有 C1(SAS) 、C4(Butyl-) `C8(MOS) C18(ODS) 
等 。 图 8.8 是 肽 图 分 析 图 。 


所 观 汪 YY。 
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图 8.8 肌 红 蛋白 的 胰 和 蛋白 酶 酶 解 肽 谱 
柱 :Selectosil C18,Su 300A,250mmx0.32mm， 
流动 相 :A:2%ACN/98%HzOM0.1%TFA,B:90% ACNVX10% 了 0OM0.09%TFA 
流速 :10wlMmin, 检 出 :214nm, 进 样 :5 由 ,5pmol/ 人 


四 、 检 测 系 统 


用 于 HPLC 的 检测 器 , 除 应 该 具有 灵敏 度 高 .噪声 低 、 线 性 范围 宽 、 响 应 快 、 死 体积 小 
等 特点 外 ,还 应 该 对 温度 和 流速 的 变化 不 敏感 。 
高 效 液 相 色谱 常用 的 检测 器 有 紫外 检测 吉 、 示 差 折光 检测 器 ` 荧 光 检 测 硕 和 电导 检测 器 。 


1. 紫外 检测 器 


该 检测 器 适用 于 对 紫外 光 ( 或 可 见 光 ) 有 吸收 性 能 样品 的 检测 。 特 点 是 :使 用 面 广 (如 
蛋白 质 、 核 酸 ` 氮 基 酸 、 核 苷 酸 、 多 肽 、 激 素 等 均 可 使 用 ); 灵 敏 度 高 (检测 下 限 为 10 了 g/ 
ml) ;线性 范围 宽 ; 对 温度 和 流速 变化 不 敏感 ;可 检测 梯度 溶液 洗 脱 的 样品 。 

蛋白 质 中 有 一 些 芳香 族 氨基 酸 ,它们 在 近 紫 外 有 吸收 光谱 ,常用 的 检测 波长 是 280nm 
和 25$4nm; 在 远 紫 外 区 肽 键 有 吸收 ,如 210nm, 甚 至 190nm, 在 该 区 域 中 灵敏 度 很 高 ,但 选 
择 性 较 差 ,因为 糖 类 等 其 他 物质 在 远 紫 外 也 有 吸收 。 在 一 些 复合 蛋白 中 ,一 些 蛋 白质 以 外 
的 其 他 组 分 也 可 作为 蛋白 质 检 测 的 依据 ,例如 血红 蛋白 中 的 血色 素 , 以 及 转 铁 蛋白 配 位 结 
合 的 铁 离子 。 

另外 ,紫外 光电 二 极 管 阵列 检测 器 也 已 研制 出 来 , 它 的 基本 特点 是 一 次 色谱 操作 中 可 同 
时 获得 吸光 度 、. 时 间 和 各 组 分 UV 光谱 图 一 起 的 三 维 谱 图 ,便于 得 到 最 佳 检 测 波长 .色谱 图 、 
光谱 图 等 ;并 且 在 一 张 三 维 谱 上 ,同时 可 以 得 到 定性 定量 及 色谱 峰 是 否 是 单一 组 分 的 信息 。 


2. 示 差 折光 检测 器 


凡 具 有 与 流动 相 折 光 率 不 同 的 样品 组 分 , 均 可 使 用 示 差 折光 检测 器 检测 。 目 前 , 糖 类 
化 合 物 的 检测 大 多 使 用 此 检测 系统 。 这 一 系统 通用 性 强 操作 简单 ,但 灵敏 度 低 (检测 下 
限 为 10 “gml) ,流动 相 的 变化 会 引起 折光 率 的 变化 ,因此 , 它 既 不 适用 于 痕 量 分 析 , 也 不 
适用 于 梯度 洗 脱 样品 的 检测 。 
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3. 荧光 检测 器 


凡 具 有 荧光 的 物质 ,在 一 定 条 件 下 ,其 发 射 光 的 荧光 强度 与 物质 的 浓度 成 正比 。 因 
此 ,这 一 检测 器 只 适用 于 具有 荧光 的 有 机 化 合 物 ( 如 多 环 芳 烃 、 氨 基 酸 、 胺 类 、 维 生 素 和 某 
些 蛋 白质 等 ) 的 测定 ,其 灵敏 度 很 高 (检测 下 限 为 10 “一 10 “g4ml) , 痕 量 分 析 和 梯度 洗 
脱 样品 的 检测 均 可 和 采用。 


4. 电导 检测 器 


电导 检测 器 是 离子 色谱 中 使 用 最 广泛 的 检测 器 。 其 作用 原理 是 用 两 个 相对 电极 测量 
水 溶液 中 离子 型 溶质 的 电导 ,由 电导 的 变化 确定 淋 洗 液 中 溶质 的 浓度 。 此 检测 器 死 体积 
小 ,灵敏 度 可 达 10-?gMml。 


第 三 节 各 类 高 效 液 相 色谱 应 用 实例 


HPLC 用 于 和 蛋白质 的 分 离 出 现在 19 世纪 70 年 代 示 期 ,二 十 多 年 来 ,HPLC 已 成 为 分 
离 纯 化 蛋白 质 非 常 有 效 的 方法 之 一 。 采 用 的 HPLC 法 有 反 相 色谱 离子 交换 色谱 、 朴 水 
作用 色谱 、 排 阻 色谱 、 亲 和 色谱 等 。 

用 于 和 蛋白质 分 离 的 HPLC 系统 应 具有 梯度 洗 脱 功能 ,采用 紫外 或 荧光 检测 ,常用 的 
紫外 检测 波长 为 280nm、254nm 或 21Snm; 荧光 检测 要 求 多 数 蛋白 质 应 在 检测 之 前 进行 
衍生 化 反应 。 


一 、 凤 相 高 效 液 相 色 谱 


Alanl16] 等 使 用 反 相 高 效 液 相 色 谱 对 和 鲁 米 那 肠 促 胰 酶 肽 释放 因子 (luminal cholecys- 
tokinin-releasing factor,LCRF) 进 行 纯化 。 首 先 将 样品 以 1:5 的 比例 用 0.1% 的 三 氟 醋 酸 
(TFA) 稀 释 , 接 着 上 样 至 已 用 0.1% 的 TFA 平衡 好 的 反 相 Cl8 柱 (Vydac) 上 ,梯度 洗 脱 。 
如 图 8.9 所 示 ,为 检测 波长 为 220nm 时 的 色谱 峰 。 
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人 
0 50 100 
timin 


图 8.9 反 相 高 效 液 相 色谱 纯化 LCRF 的 色谱 图 
色谱 柱 :C18 柱 (Vydac) ;流动 相 :A:0.1%TFA， 
B;0.1%TFA+ 乙 且 ; 
梯度 :100min 由 100%A->50%B, 检 测 波 长 220nm 


. 137 . 


二 、 高 效 离子 交换 色 


Laurence 和 Rashmil2]1 将 大 肠 杆菌 发 酵 所 得 到 的 MP(movement protein) 蛋 白 的 包涵 
体 , 使 用 阴离子 交换 色谱 纯化 。 将 用 8molLL 尿素 溶解 的 包涵 体 先 用 色谱 缓冲 液 
(10mmolAL Tris,pH 9.0,8molLL 尿素 ,SmmolMLL ED- 


3 TA,150mmolLL NaCl,1mmolLL 2 - 玻 基 乙 醇 ) 透 析 , 转 

和 - 速 为 15 000g 离心 30min, 弃 沉 淀 , 取 上 清 , 上 样 至 

计 HQZM 阴离子 交换 色谱 (PerSeptive Biosystems, Fram - 

ingham,MA)。 流 动 相 A 为 上 述 色 谱 缓冲 液 ,流动 相 也 

0 100 汪 200 为 A+3molL NaCl。 线 性 梯度 从 第 50 二 250s, NaCl 
浓度 由 0.1S$molML 增 大 到 1.15$molAL。 

图 8.10 高 效 离子 交换 色谱 纯 色谱 图 如 图 8.10 所 示 。 峰 1 为 不 保留 峰 ,2、3 为 

人 当 NaCl 浓度 增 大 时 洗 脱 的 峰 , 经 检测 , 峰 2 和 峰 3 为 


高 度 纯化 的 MP 峰 ,二 者 构象 上 略 有 差异 。 
二 、 高 效 草 水 作用 色谱 ， 


图 8.11 是 高 效 疏 水 色谱 法 分 离 7 种 标准 蛋 
白 的 色谱 图 4841。 色谱 柱 为 100mm x 4mm 不 锈 
钢管 ,用 匀 浆 法 装填 西北 大 学 现代 分 离 科 学 研 
究 所 合成 的 LHIC-3 下 水 填料 。 使 用 的 是 LC- 
10A 高 效 液 相 色 谱 仪 (Shimadzu) ,包括 主 控 器 
(SCL-10AVP)、 检 测 器 (SPD-10AVP) 和 泵 (LC- 
10ATVP)、 人 恒温 柱 箱 (CTO-10ASVP ) 、Class 
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428 





lmin 


VP5.03 色谱 工作 站 。 图 8.11 高 效 芷 水 色谱 柱 分 离 标准 蛋白 的 
7 种 标准 蛋白 分 别 是 :细胞 色素 c(CyEe ENT ED 汪汪 请 
肌 红 和 蛋白 (Myoglobin) 核糖 核酸 酶 - A(RNase- 上 


A) 溶菌 酶 (Lysozyme) .a - 魔 蛋 白 酶 (acChy- 流动 相 A 液 为 2.SmolML(NH4 )2SO4 + 0.05molML 
KEHPO4(PH7.0),B 液 为 0.05molML KEPPO4 (PH 


motrypsin) va - 尝 粉 酶 (Amylose) 胰 岛 素 (In- 7.0) .25min 线性 梯度 (0%B 一 100% 了 B) 洗 悦 流 
sulin) 。 速 Iml/min, 检 测 波长 280nm 


臣 水 色谱 还 被 用 来 分 离 纯 化 下. co 表达 的 
rhIFN-7!15] ,rhIFN-7 的 盐酸 肌 提 取 液 在 40min 内 只 经 一 次 色谱 过 程 就 可 以 使 纯度 达到 
85% ,活性 回收 率 为 稀释 法 的 2 一 3 倍 。 


四 、 高 效 排 阻 色 谈 


排 阻 色谱 除了 被 广泛 应 用 于 蛋白 质 的 分 离 外 ,还 用 于 未 知 蛋白 分 子 质量 的 测定 。 图 
8.12 为 TSK 3 000PW 的 排 阻 色谱 测定 蛋白 质 分 子 质量 。 
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图 8.12 TSK 3 000PW 的 排 阻 色谱 测定 蛋白 质 分 子 质量 
样品 :细胞 色素 c, 肌 红 和 蛋白 , 卵 清 蛋白 ,BSA 
流动 相 :20molML PBS,0.3molML NaCl,pH7.0， 
流速 :0.2mlMmin, 检 测 :280nm,407 


五 、 高 效 亲 和 色 谈 


粒 细 胞 集落 刺激 因子 (granulocyte colony stimulating factors,G-CSF) 是 能 够 在 体内 外 
特异 地 作用 于 中 性 粒 细胞 系 ,促进 其 增殖 、 分 化 并 能 维持 功能 和 存活 的 一 种 糖 蛋白 类 生长 
因子 [201。G-CSF 在 临床 上 有 非常 广泛 的 用 途 ,其 毒 副作用 很 低 , 目前 主要 用 于 防治 化 
疗 [2 及 放疗 后 引起 的 骨髓 抑制 。 此 外 还 用 于 自身 骨髓 移植 、. 某 些 类 型 的 白血病 艾滋病 
引起 的 白细胞 减少 和 再 生 障 碍 性 贫血 等 , 均 有 显著 疗效 。 免 疫 亲 和 色谱 可 用 于 G-CSF 的 
分 离 和 测定 ,衍生 后 荧光 检测 。 如 采用 免疫 亲 和 色 谱 法 测定 化 疗 诱导 的 中 性 白细胞 减少 
症 的 G-CSFL22] 。 

四 免疫 亲 和 柱 的 制备 :1g 经 酸 洗 的 玻璃 小 球 ,用 10% 3 -氨基 -两 基 三 乙 氧 基 硅烷 回 
流 16h, 将 氮 基 二 咪唑 接 于 硅烷 化 的 玻璃 球 表面 。 用 二 氧 环 已 烷 清 洗 ,通气 干 燥 。 将 玻璃 
小 球 lg 置 于 S0mmolML pHo%9.0 含 1mg 抗 生 蛋 和 白 链 菌 素 的 pPH7.0 磷酸 盐 缓 冲 液 (PBS) 
10ml 中 ,4 忆 振 划 18h,PBS 清洗 数 次 ,4 保存 。 之 后 加 入 鼠 单 抗 液 ,4 人 过 夜 ,PBS 清洗 小 
球 $ 次 ,加 入 到 S0mm x 4.6mnm 生物 兼容 柱 
(PEEK) 中 。 

G@ 流 动 相 :0.lmolLL 盐酸 甘氨酸 0.0lmolv 
L PBS 溶 液 ,pH7.0。 梯 度 : 柱 子 先 用 0.01mol/LL 
pH7.0PBS 溶液 平衡 Smin, 使 G-CSF 结合 到 固 
定 相 表面 ,之 后 Smin pH 作 线 性 变化 7.0 一 1.5, 5 7 
保持 2min。 0 由 
5 衍生 化 试剂 为 OPA, 取 衍生 而 让 活 总 Set 

流速 :0.SmlMmin; 温度 :4YC ; 
色谱 图 如 图 8.13 所 示 , 其 中 a 即 为 G-CSF 检测 ,荧光 340nmy450n 
色谱 峰 ,zR 为 7min。 


pH 1.5 


多 


1. 对 蛋白 质 活 性 的 考虑 


所 要 研究 的 样品 ,还 要 通过 活性 的 检测 或 其 他 特性 的 鉴定 ,才能 从 诸多 的 蛋白 质 中 鉴 
别 分 离 得 到 。 尽 管 这 一 点 是 显而易见 的 ,但 是 也 常常 被 从 事 蛋 白质 研究 不 和 久 的 生化 工作 
者 忽视 。 为 此 ,不 论 用 何 种 分 法 ,其 中 包括 色谱 技术 ,分 离 纯化 蛋白 质 样品 前 ,原则 上 说 ， 
首先 建立 所 要 研究 的 蛋白 质 的 活性 检测 方法 。 活 性 检测 方法 不 仅 可 以 从 分 离 所 得 到 的 诸 
多 的 蛋白 质 组 分 中 ,鉴别 到 所 要 研究 的 样品 ,而且 还 能 对 所 用 的 分 离 纯化 方法 的 优 劣 作 出 
评估 。 如 果 在 分 离 纯 化 后 ,研究 对 象 的 比 活 ( 即 单 位 重量 的 蛋白 质 所 表现 的 活性 ) 没 有 提 
高 , 则 说 明 研 究 的 对 象 和 其 他 的 杂质 蛋白 在 所 用 的 这 种 分 离 过 程 中 没有 能 分 开 。 如 果 在 
分 离 纯化 后 ,尽管 所 需 的 样品 比 活 有 所 提高 ,但 是 总 的 活性 回收 率 却 很 低 , 这 提示 在 整个 
分 离 纯化 过 程 中 ,所 研究 的 样品 或 是 有 损失 ,或 是 有 失 活 现象 。 总 之 , 比 活 提高 不 明显 ,或 
是 总 活性 回收 率 不 高 ,都 说 明了 所 用 的 分 离 纯化 方法 不 理想 ,应 该 更 换 其 他 的 分 离 方法 。 
旨 在 测定 蛋白 质 一 级 结构 时 ,可 以 不 考虑 所 得 样品 的 生物 活性 ,只 要 能 得 到 某 些 特定 结构 
或 性 质 的 蛋白 质 , 即 能 用 于 结构 测定 。 例 如 可 以 用 专 一 的 抗 血 清 检测 ,收集 具有 免疫 反应 
的 级 分 ,或 是 用 通过 SDS-PAGE 测定 所 得 蛋白 质 组 分 的 分 子 质量 ,收集 所 需 分 子 质量 的 
部 分 。 


2. 评价 与 文献 结果 的 差异 


经 常 有 人 在 重复 文献 时 ,得 不 到 相同 的 结果 ,甚至 差别 很 大 。 可 能 有 下 述 因素 要 考 
5 

外 柱 效 如 何 。 可 按 第 二 节 的 办 法 去 检查 。 如 果 柱 效 很 低 , 再 花 很 多 精力 在 其 他 条 件 
探讨 上 也 是 白搭 。 

包 柱 的 型 号 孔径、 颗粒 度 等 是 否 与 文献 一 样 。 如 反 相 柱 , 有 C-18,C-8,C-4,C-2 等 亚 
型 。 分 离 氨 基 酸 。 肽 等 则 常用 C-18 的 柱 , 孔 径 100 一 300A; 分 离 蛋白 质 则 常用 C-4,C-8 
的 柱 ,孔径 300 一 1 000A 为 好 。 

另外 ,生产 厂商 也 很 有 关系 ,由 于 生产 工艺 不 同 01 ,同一 厂商 的 不 同 批号 之 间 差 别 不 
大 ,而 不 同 厂商 的 同型 号 柱 ( 如 C-18) 会 有 较 大 差别 。 

@ 和 采用 不 同 公司 的 HPLC 仪器 ,由 于 产生 梯度 的 方式 不 完全 一 样 ,管道 的 长 得 和 死 
体积 不 一 样 ,因此 设 定 的 梯度 和 实际 的 梯度 会 不 同 。 即 看 来 两 个 实验 室 表面 上 的 条 件 相 
同 ,事实 上 可 能 不 同 。 这 要 求 参考 文献 的 试验 条 件 ， CE 才能 得 到 
满意 的 结果 。 盲 目 相信 文献 ,不 如 没有 文献 。 


3. 蛋白 质 和 多 肽 的 HPLC 中 的 注意 事项 
(1) 流动 相 

对 反 相 HPLC 而 言 ,最 常用 的 流动 相 是 0.1%TFAVXACN 系统 , 它 有 低 的 紫外 吸收 、 
低 黏 度 、 好 的 稳定 性 和 分 辩 率 。 在 A 液 中 的 TFA 浓度 稍 高 于 B 液 中 的 TFA 浓度 


(0.08% ) ,这 样 保持 基线 的 平整 ,不 致 基线 斜 度 太 大 。 如 基线 斜率 不 理想 时 ,可 在 A 液 中 
”1440 . 








加 $0 一 150 岂 的 20%TFA 来 调整 基线 ;如 基线 下 降 , 则 可 将 20%TFA 加 到 也 液 中 。 

一 般 讲 , 肽 峰 出 现 的 快慢 和 肽 的 大 小 和 下 水 性 有 关 , 如 果 大 肽 或 肽 的 疏水 性 强 , 则 用 
两 醇 或 异 两 醇 代替 乙 且 作 流动 相 。 
(2) 反 相 柱 

一 般 讲 , 长 的 柱 和 内 径 细 的 柱 的 分 辨 率 和 灵敏 度 好 些 , 常 规 的 柱 是 230mm x4.6mm 
I.D. ,我 们 实验 室 常用 柱 是 30mm x 2.1mm, 100mm x 2.1lmm I.D. 和 50mm x lmm 
LIL.D. ,颗粒 度 5 一 7pm, 孔 径 300A。 对 肽 的 分 离 常用 C-18 柱 , 分 辩 率 较 高 ;对 纯化 重组 蛋 
白质 (分 子 质量 在 10 000 一 20 000Da 之 间 ) ,我 们 常用 C-8 和 C-4 柱 ,孔径 也 大 一 些 为 好 。 
(3) 流速 

在 常规 的 230mm x 4.6mm I.D. 柱 上 流速 为 1ImlMmin; 在 无 孔径 柱 中 流速 一 般 是 
1.SmlMmmin; 而 在 2.1mnm 内 径 的 柱 上 ,流速 是 200lMmin(S0 一 200lMmin);1.0mm 内 径 柱 
流速 100wlMmin。 

以 微 柱 而 言 ,流速 小 时 ,分辩 率 高 ,灵敏度 也 好 些 , 肽 的 保留 时 间 (retention time) 也 相 
应 会 增 大 。 
(4) 肽 的 重演 性 

不 同 厂 商 的 C-18 柱 性 能 有 所 差异 ,这 是 工艺 不 同 引起 的 。 同 一 种 柱 在 不 同 的 HPLC 
仪器 上 的 图 谱 也 会 有 些 不 同 ,这 也 是 正常 的 现象 ,因为 不 同 仪 器 的 管道 长 短 ` 流动 相 的 混 
合 器 、 死 体积 不 尽 相 同等 所 引起 的 。 此 外 ,每 次 实验 中 柱 的 平衡 时 间 没 有 严格 控制 ,也 会 
使 肽 谱 的 重复 性 不 好 。 如 果 柱 没有 衡 温 装置 ,周围 环境 的 温度 变化 ,也 会 影响 肽 谱 的 重复 
性 。 
(5) 检 出 的 可 靠 性 

目前 很 多 人 用 紫外 检 出 的 积分 面积 作为 定量 的 依据 ,一般 也 是 可 以 的 ,但 我 们 要 了 解 
这 种 定量 的 不 充足 性 。 因 为 通常 用 280nm 或 216nm 来 分 别 检 出 蛋白 质 或 多 肽 ,但 不 同 蛋 
自 质 的 摩尔 吸光 系数 不 同 , 因 此 根据 积分 面积 来 定量 ,就 可 能 引进 很 大 的 误差 。 其 次 ,有 
些 杂 质 可 能 在 280nm 或 216nm 处 没有 吸收 ,或 者 不 是 杂质 的 吸收 高 峰 , 这 种 情况 时 单 用 
积分 面积 作为 定量 的 标准 ,也 会 产生 很 大 的 偏差 。 


4. 多 维 色谱 在 蛋白 质 组 学 及 蛋白 质 分 离 纯化 研究 中 的 应 用 


最 传统 的 蛋白 组 学 研究 方法 是 双向 凝 胶 电 泳 (2-D SDS-PAGE) 和 图 像 分 析 法 。 和 蛋白 
质 在 第 一 疝 根据 等 电 点 的 差异 分 离 ,在 第 二 向 根据 分 子 质 量 的 不 同 分 离 。2-D 胶 方 法 已 
可 与 MS 联 用 , 较 好 地 识别 胶 上 各 个 斑点 中 的 和 蛋白质。 从 胶 上 切 下 斑点 后 ,蛋白 质 被 消解 
成 肽 碎片 ,然后 再 用 MS 分 析 ,所 得 的 肽 质量 用 于 检索 蛋白 质数 据 库 以 识别 蛋白 质 。 

尽管 双向 电泳 是 蛋白 组 学 研究 的 主要 方法 ,但 存在 耗 时 多 、 劳 动 强度 大 的 缺点 。 为 
此 ,许多 科学 家 正 试图 简化 这 一 步骤 。 解 决 的 方法 是 用 多 维 色 谱 法 ,如 Michigan 大 学 的 
化 学 教授 LubmanL231 在 分 离 人 乳腺 癌 全 细胞 裂解 液 时 ,使 用 一 个 商品 化 的 蛋白 纯化 系统 
先 根据 等 电 点 的 差异 来 分 离 蛋 白质 (chromatofocusing ) ,该 装置 有 20 个 通道 ,由 膜 隔 离 ， 
加 电场 后 使 组 分 分 离 。 收 集 馏分 ,再 使 用 非 多 孔 反 相 色 谱 进一步 分 离 纯化 ,最 后 上 电 喷 雾 
TOF-MS 分 析 以 获得 细胞 中 蛋白 质 含 量 。 而 YatesL24] 等 则 使 用 多 维 液 相 色谱 、 串 联 质谱 、 
数据 库 搜 索 等 方法 对 Sacchnaromzyces cerevisiae strain BJS460 的 蛋白 质 组 进行 研究 ,并 称 
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此 方法 为 MudPIT(multidimensional protein identification technology) 法 ,得 到 了 目前 为 止 
最 大 量 的 蛋白 质 组 分 析 数 据 ,分 析 并 检测 了 1 484 种 蛋白 质 , 其 中 包括 很 多 低 丰 度 的 蛋白 
质 ,如 转录 因子 和 和 蛋白质 激酶 。 

在 使 用 多 维 色谱 纯化 系统 时 要 仔细 考虑 柱子 的 使 用 顺序 ,这样 可 以 缩短 操作 步骤 ,从 
而 提高 总 回收 率 。 比 如 ,从 离子 交换 或 疏水 色谱 流出 的 样品 可 直接 上 排 阻 ,之 后 可 直接 上 
反 相 柱 。 此 方法 被 用 来 纯化 小 鼠 唾液 腺 的 上 皮 生 长 因子 (EGF)525 、 牛 脑 中 的 一 种 GT: 
Paseactivating protein[29 以 及 从 结肠 癌 细 胞 系 中 得 到 的 A33 抗原 [2 。Opiteck 等 使 用 正 
交 的 色谱 模式 : 排 阻 - 反 相 或 阳离子 交换 - 反 相 来 分 离 复 杂 的 蛋白 质 混 合 物 [28,2]。 


S. 联 用 技术 


(1) LC-MS 联 用 

目前 与 LC 联 用 的 MS 有 : 快 原子 又 击 FAB-MS 电 喷 雾 电 离 ESI-MS、 基 质 辅助 激光 
解吸 电离 MALDLMS 等 ,其 中 LC-FAB 多 用 于 小 的 多 肽 分 子 的 检测 ,Zangb301 等 采用 LC/ 
ESI-MS 联 用 技术 ,测定 了 小 鼠 血 浆 和 屎 液 中 ALA 及 其 代谢 产物 CDEPA 和 DEA 的 含 
量 。MALDI-MS 是 目前 灵敏 度 最 高 的 质谱 法 之 一 ， Ackermann[30 等 用 LC-MALDTI 联 用 
测定 抗生素 混合 组 分 时 ,可 在 样品 用 量 极 小 的 情况 下 ,灵敏 、 准 确 地 得 到 各 组 分 的 分 子 质 
于 co 
(2) LC-NMER 联 用 

对 于 生物 大 分 子 , 较 常用 的 是 LC 与 二 维 NMR 联 用 ;对 更 复杂 的 分 子 , 有 更 先进 的 三 
维和 四 维 异 核 NMR ,可 提供 样品 的 氨基 酸 组 成 、 蛋 白质 的 局 部 构象 和 整体 三 维 构象 的 信 
息 。Fengl324 等 以 HPLC-NMR 联 用 ,测定 了 SCH 56592 的 4 种 主要 降解 产物 的 结构 。 
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有 机 质谱 仪 自 诞生 以 来 ,一 直 是 有 机 小 分 子 结构 分 析 的 重要 工具 之 一 ,但 它 一 直 不 能 
成 为 生物 学 家 用 以 分 析 生 物 大 分 子 如 和 蛋白质、 多 肽 、 核 酸 等 的 有 力 武器 ,这 是 由 于 有 机 质 
谱 仪 有 限 的 质量 范围 和 电离 技术 不 适合 热 不 稳定 挥发 性 差 的 生物 大 分 子 的 测定 。 长 期 
以 来 ,质谱 研究 工作 者 和 生物 学 家 双方 都 在 不 断 的 探索 和 企 办 有 朝 一 日 能 使 有 机 质谱 在 
生物 大 分 子 的 分 析 中 有 用 武之 地 。 在 20 世纪 80 年 代 示 ,Karasr 和 Fenng] 等 先后 发 明 
了 基质 辅助 激光 电离 和 电 喷 雾 电 离 技 术 , 这 两 个 新 的 电离 技术 研究 的 突破 性 进展 ,启动 了 
有 机 质谱 在 生物 领域 中 的 应 用 ,尤其 是 在 蛋白 质 的 结构 分 析 中 获得 了 鞍 勃 的 发 展 并 取得 
了 令 人 满意 的 结果 ,他 们 不 仅 用 质谱 法 分 析 蛋 上 质 的 一 级 结构 , 即 氨基 酸 的 序列 分 析 , 而 
且 对 蛋白质 的 高 级 结构 的 研究 和 应 用 也 逐渐 广泛 起 来 ,如 有 蛋白质 非 共 价 复 合 物 的 测 
定 63.4] .HZD 交换 法 研究 蛋白 质 的 高 级 结构 的 性 质 65 、 一 定 长 度 的 交 联 剂 (cross-link- 
er)!6'7] 研 究 酵母 核 孔 复合 体 (yeast nuclear pore complex) 等 ,这 些 研 究 成 果 都 表明 质谱 技 
术 在 目前 已 经 成 为 生物 大 分 子 结构 分 析 中 必 不 可 少 的 工具 之 一 ,有 着 非常 广阔 的 前 景 。 
在 开展 生物 大 分 子 的 研究 中 所 应 用 的 质谱 仪 也 是 多 种 多 样 的 ,如 电路 雾 -三 级 四 极 质谱 
仪 &&'?1 、 电 喷雾 -四 极 离子 阱 质谱 仪 (ESILquadrupole ion trap MS)0011、 基 质 辅助 激光 电 
离 - 飞 行 时 间 质 谱 仪 (MALDITOF MS) 上 基质 辅助 激光 电离 -离子 阱 质谱 仪 (MALDL 
Ion Trap MS)02,.23]、 傅 里 叶 回旋 共振 质谱 仪 (ETMS)04,1] 、 电 喷雾 -四 极 - 飞 行 时 间 质 谱 
仪 (Q-TOF MS)05-18] 等 。 为 了 使 生物 学 家 能 够 更 有 效 地 应 用 这 些 仪 器 开展 研究 工作 ,本 
章 就 四 极 杆 、 四 极 离子 阱 飞行 时 间 、 传 里 叶 回旋 共振 质谱 的 基本 原理 作 一 些 简单 介绍 。 


第 二 节 “四 极 和 离子 了 质 谱 


一 、 四 极 质 谱 仪 (quadrupole mass spectrometry ) 


四 极 质谱 仪 结构 很 简单 , 它 是 由 两 对 相互 平行 的 横 截面 为 双 曲 面 或 圆 形 的 极 杆 所 组 
成 , 见 图 9.1。 在 此 极 杆 上 加 上 两 对 极 性 相反 的 电位 土 和 形成 

锋 人 四 极 场 。 当 离子 沿 = 轴 进 入 四 极 场 后 将 受到 此 电场 的 作用 ,在 
二 二 四 极 场 中 无 空间 电荷 即 理想 场 情况 下 ,在 场 中 任何 一 点 (zy， 


况 机 z) 的 电位 可 用 下 式 表示 : 
/入 ， 


和 由 2 的 PIT 
0 71 
“meos24 g0 是 加 在 极 杆 上 的 电位 ， 
图 9.1 四 极 质谱 仪 示意 图 g% = U - VcosO: (9 一 22 2) 
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其 中 U 是 直流 电位 , VecosOt 是 射频 电位 (RF)。V 是 射频 电位 的 幅 值 ,2 为 角 频 率 ,9 = 
2rF;,c,7y 分 别 为 zx,y,z 方 向 上 的 权重 常数 (weighting constant)。 因 为 场 内 无 空间 电 
荷 ,电场 梯度 是 均一 的 ,所 以 满足 Laplace 方 程 Y“%=0, 即 
DOeOFO<A 
区 2 国 玛 - 二， Am 三 /而 二 
区 2 [9 二 全 与 3 

9) 式 可 得 

了 +2c+27) (9-2-4) 

70 


要 满足 9-2-3) 式 , 则 +c+y=0, 或 加 =0, 这 些 条 件 在 四 极 场 中 必须 得 到 满足 。 在 
让 记 中 ,三 二 二 17 三 0。 在 高 子 阱 中 ,K 三 5=1， 7 三 一 2 
在 此 场 内 离子 在 z,y,z 方向 上 的 运动 方程 (下 = na ) 分 别 由 下 式 表示 


3 和 攻 过 要 区 外 0 (9 二 2 多 
dz 98 
yy 【92 让 的 
居 a8 
玉 活 必 雪 攻 让 和 1 二 人 的 《二 用 ) 
以 工 方向 上 离子 的 运动 方程 为 例 , 对 (9-2-1) 式 微分 得 
证 和 9) 
CO 


把 此 式 代 人 (9-2-5) 式 得 : 














2 
te) (分 
Ci 70 
重新 整理 方程 (9-2- 9) 可 得 
吃 
省 于 全 生生 0DLeVaEGEJEEI0 (9-2-10) 
di 7727-0 
(2 
令 5 出 
人 (9-2-11) 
4 
将 (9=2=-11) 式 代入 (9-2-9) 式 可 得 : 
11222 c2 并 一 2Aez 
0 攻 1 (U - VcosOz) (9-2-12) 
4 
两 连同 乘 一 
2 雪 8AXMezU 8AMezWwWcos2E 
0 9-2-13 
CE2 17727002 727-0 0 人 ) 
8A)eU1 4AXMeW 
令 人 绽 二 一 可 得 : 
0 方 并 代 人 人 ) 式 可 得 


5“ 








+ (ar 一 2q-cos286) 工 =0 【一 到 人 
同样 ,对 四 极 场 中 任何 一 个 方向 的 运动 方程 也 可 用 (9-2- 14) 式 的 形式 来 表示 。 
2 
人 (9-2-15) 
8eU 4eV 
其 中 ， 了 二 了 是 人 11027102 和 


二 坐标 ,# 是 无 量 纲 参数 ,= 字 。 (9-2- 15) 式 , 即 是 著名 的 马 绍 方程 


(Mathieu equation) , 它 是 描述 离子 在 四 极 场 中 运动 规律 的 基本 方程 。 我 们 所 关心 的 并 不 
是 如 何 解 马 绍 方程 ,而 是 离子 在 场 中 沿 = 方向 注 和 人 后 能 否 依次 通过 四 极 杆 得 到 分 离 并 检 
测 , 即 离子 在 场 中 的 运动 轨道 是 否 稳定 , 它 在 zx,y 方 向 上 的 振幅 是 否 小 于 极 杆 之 间 的 间 
距 (27o) , 亦 即 由 U,V,m ，ro,O 这 些 参 数 所 决定 的 a. ,9 值 能 和 否 使 马 绍 方程 有 稳定 的 
解 。 通 常 马 绍 方程 是 否 有 稳定 的 解 由 c,, 9 为 坐标 的 稳定 图 来 表示 。 图 9.2(a) 中 的 阴 
影 部 分 为 离子 在 z 方向 上 的 稳定 区 ,图 9.2(b) 中 的 阴影 部 分 为 离子 在 > 方向 上 的 稳定 
区 ,因为 离子 只 有 在 z,y 方 向 上 同时 稳定 才能 使 离子 顺利 通过 四 极 杆 。 所 以 ,只 有 zy 
方向 上 稳定 区 的 重 和 到 部 分 即 如 图 9.2(c) 所 示 的 重 至 区 域 A,B,C,D 才 是 离子 在 场 中 运动 
的 稳定 区 域 。 在 四 极 杆 质谱 中 采用 接近 于 原点 的 A 区 ,一 般 称 此 区 为 稳定 三 角形 ,其 放 
大 图 见 图 9.2(d)。 
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图 9.2 马 绍 方程 稳定 图 
(a) 工 方向 稳定 ;(b)y 方向 稳定 ;(c)z,y 方向 稳定 重 友 区 ;(d)A 区 放大 图 


图 中 yd 比值 为 常数 并 通过 原点 的 直线 称 为 扫描 线 ,此 扫描 线 和 稳定 三 角形 边界 分 

别 相交 于 (ci, gl) (aa, go?) ,显然 ,位 于 此 二 交点 之 间 线 上 的 离子 都 是 稳定 的 。 从 方程 

(9-2 -16) 可 见 a7g = 常数 , 即 记 = 常数 : 若 设 定 一 个 起 始 V 值 则 U 值 同 时 被 设 定 , 运 

用 (9- 2 - 16) 式 即 可 算出 不 同 质量 的 离子 它们 此 时 各 自 相对 应 的 wd 值 。 从 图 9.2(d) 

中 可 见 只 有 mi, (mi > 加 >m3) 离 子 落 在 稳定 区 内 它 可 以 通过 四 极 场 而 mi \m3 离子 将 
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与 极 杆 相 碰 撞 而 消去 。 若 提高 V 值 并 保持 UZV= 常 数 , 即 起 始 扫描 时 , ”zi 722 将 离开 
稳定 区 而 质量 较 大 的 :3 将 进入 稳定 区 。 从 以 上 分 析 可 见 , 只 要 保持 UVZV= 和 名 数 ,连续 
提高 射频 电位 的 幅 值 V 时 ,离子 将 按照 其 质量 的 大 小 ,由 小 到 大 依次 通过 四 极 杆 达到 检 
测 器 ,在 这 种 模式 操作 下 ,四 极 场 具 有 质量 分 离 的 作用 。 通 常 四 极 质谱 仪 的 质量 测量 上 限 
范围 为 2 000 一 4 000Da, 分 辩 率 为 单位 质量 分 辨 ,属于 低 分 辩 仪 器。 目前 在 生物 大 分 子 ， 
尤其 是 蛋白 质 `、 多 肽 的 结构 鉴定 中 , 因 要 求 仪 器 具有 质谱 /质谱 (MSVMS) 功 能 ,一 般 采 用 
三 级 四 极 质谱 仪 (triple quadrupole mass spectrometer) ,其 结构 如 图 9.3 所 示 。 
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ae 111 革 二 


八 极 杆 八 极 杆 碰撞 室 








图 9.3 三 级 四 极 质谱 仪 示意 图 


图 中 QL、.Q3 为 四 极 杆 ,它们 分 别 可 单独 用 作为 一 个 四 极 质 谱 仪 ,Q2 为 八 极 杆 ,作为 
碰撞 活化 室 ,此 八 极 杆 上 仅 加 上 幅 值 较 小 的 射频 电位 ( 即 a=0) ,在 此 条 件 下 ,所 有 质量 不 
同 的 离子 均 因 它们 具有 较 小 的 9 值 而 能 保持 在 四 极 场 内 稳定 的 振 功 ,这 表明 所 有 由 Ql 
选择 的 离子 都 能 通过 Q2。 一 旦 当选 择 的 离子 进入 Q2 后 将 与 Q2 内 充 人 的 惰性 气体 分 子 
相 碰 撞 , 其 碰撞 能 量 的 一 部 分 转换 成 离子 内 能 并 使 
其 发 生 裂解 ,裂解 后 的 碎片 由 Q3 作 进 一 步 测定 , 实 
现 了 MSVMS 功能 。 上 述 的 三 级 四 极 质谱 QL\Q2、、。 
Qa3 成 线形 排列 。 目 前 商品 仪器 中 亦 有 成 90" 垂 直 排 “多 -一生 
列 的 ,如 图 9.4 所 示 。 这 种 排列 不 仅 缩小 了 仪器 的 Q2 碰撞 活化 室 
尺寸 ,由 于 Qz2 成 90" 形 状 ,中 性 碎片 不 能 随 着 离子 流 ”图 9.4 垂直 排列 三 级 四 极 质谱 仪 
一 起 转弯 到 达 检 测 器 ,所 以 提高 了 信 噪 比 。 





一 、 四 极 离子 阱 质谱 (quadrupole ion trap mass_ spectrometry ) 


离子 阱 质谱 结构 与 四 极 杆 质谱 相似 ,由 一 个 环 电 极 (ring) 和 两 个 端 盖 电极 (endcap ) 所 
组 成 ,它们 的 横 截 面 均 为 双 曲 面 , 见 图 9.5。 环 电极 上 的 电位 为 由 , 端 盖 电 极 接地 ,对 于 理 
想 的 四 极 场 其 电极 尺寸 ”= 2zi, 在 此 条 件 下 , 场 中 任何 一 点 (z,y,z) 上 的 电位 仍 可 用 


吕 几 
(9-2-1) 式 表示 g 屋 = 一 (往生 ay + yx) 
70 


端 盖 电 极 一 也 多 接地 
230 
环 电极 - 划 办 人 人 一 射频 电位 (RF) 


端 盖 电极 、 『 和 
接地 


图 9.5 四 极 离子 阱 示意 图 
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如 前 所 述 ,为 满足 Laplace 方 程 的 条 件 ,=c=1,y= -2, 所 以 四 极 离子 阱 电场 的 表 
达 为 
和 ee 9 7) 
70 


因为 离子 阱 以 Z 轴 为 对 称 轴 ,所 以 通常 用 -~, z 两 个 方向 来 表达 。 
令 芝 =rcosg,y=7rsing,z=z 并 代入 (9-2-17) 式 , 则 (9-2=-17) 式 可 变换 成 
人 三 ee + 7r2sin20 一 2z) = 2 一 2z) (9 二 2 8) 
770 70 
考虑 四 极 离子 阱 电极 上 的 电位 : 即 环 电 极 (z=0,>~=7o) 上 的 电位 &%= g 及 端 盖 电 极 (> = 
0,z= zo) 上 的 电位 为 %=0, 所 以 方程 式 (9- 2 -18) 按 上 述 边界 条 件 可 修正 为 : 














本 光电 
矶 二 床 刘 一 2z-) 十 7 (9s 2) 
参照 四 极 质谱 中 离子 运动 方程 推导 过 程 , 亦 可 得 到 描述 离子 阱 中 离子 运动 的 马 绍 方程 
2 
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与 四 极 质谱 一 样 , 由 a-,q。 所 决定 的 方程 是 否 有 稳定 的 解 , 也 用 稳定 图 来 表示 ,如 图 
9.6 所 示 。 如 上 所 述 离子 阱 在 正常 操作 条 件 下 , 端 盖 电 极 接地 , 环 电 极 上 只 有 射频 电位 即 
U=0, 即 c-=0, 可 见 离子 的 “运动 " 均 在 q, 轴 上 进行 。 设 想 离子 阱 在 起 始 时 环 电极 加 上 
射频 电位 幅 值 为 wo, 从 方程 (9-2- 21) 可 计算 出 不 同 质量 的 离子 的 q。 值 ,凡是 其 q。 值 
在 0 一 0.908 之 间 离 子 均 被 稳定 地 陷 在 离子 阱 中 ,由 于 d-。 与 冯 成 反比 ,所 以 质量 大 的 离 
子 q- 小 ,相反 亦 然 。 当 射频 电位 的 幅 值 从 V 逐渐 升 高 时 ,不 同 质量 的 离子 的 q。 值 也 随 
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图 9.6 四 极 离子 阱 稳定 图 


人 





之 逐渐 增 大 ,也 就 是 说 它们 按 其 质量 从 小 到 大 的 次 序 沿 着 q。 轴 界 右 移动 , 当 离 子 的 q。 值 
大 于 0.908 时 ,离子 在 z 向 的 振幅 变 大 ,运动 变 成 不 稳定 并 通过 端 盖 电 极 上 的 小 孔 打 到 
倍增 器 上 被 检测 ,以 此 得 到 一 张 完 整 的 质谱 图 。 这 种 操作 模式 称 为 选择 质量 不 稳定 模式 
(mass-selective instability) ,是 离子 阱 通常 使 用 的 操作 模式 。 2 

离子 阱 技术 从 早期 离子 阱 检测 器 ITD(ion trap detector) 发 展 到 离子 阱 质谱 ,(ion trap 
mass Spectrometry) 它 的 主要 技术 性 能 如 分 辨 率 、 质量 测量 范围 和 质谱 -质谱 功能 都 得 到 了 
发 展 和 提高 ,这 也 是 采取 了 以 下 一 系列 技术 措施 的 结果 。 


1. 缓冲 气 (buffer gas) 


离子 阱 充 人 一 定量 的 惰性 气体 如 氨 气 (10 "torr) 后 ,离子 和 氨 原 子 将 发 生 碰 撞 , 使 离 
子 的 动能 得 到 一 定 程 度 的 “冷却 ", 从 而 使 离子 在 ,zx 方向 上 的 位 移 趋 癌 于 离子 阱 的 中 
心 , 如 图 9.7 所 示 。 当 这 些 离子 达到 轨道 不 稳定 的 临界 状态 时 ,它们 几乎 在 离子 阱 内 同样 
的 位 置 开 始 向 外 运动 ,由 于 离子 不 仅 成 群 结 队 地 向 外 运动 而 且 它们 都 紧 紧 地 沿 着 z 轴 方 
向 上 聚焦 ,所 以 提高 了 仪器 的 分 辨 率 和 灵敏 度 。 
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图 9.7 离子 阱 中 离子 在 有 无 缓冲 气 时 的 运动 状态 图 


2. 自动 增益 控制 (auto gain control,AGC) 


当 样 品 在 离子 阱 中 的 浓度 发 生变 化 时 ,不 论 是 否 有 缓冲 气 的 存在 , 谱 形 仍 会 发 生变 
化 ,致使 定量 分 析 无 法 进行 , 谱 库 检 索 无 法 实现 。 这 是 由 于 高 浓度 的 样品 分 子 如 果 在 离子 
阱 中 陷入 较 长 时 间 将 会 发 生 分 子 离子 反应 ,从 而 改变 了 离子 的 特征 ,如 分 子 离子 变 成 了 准 
分 子 离子 ,造成 定量 分 析 困 难 。 另 外 ,离子 阱 中 离子 密度 的 增加 也 会 引起 空间 电荷 效应 
(space-charge) ,由 于 它 改 变 了 纯 " 四 极 场 的 性 质 ,其 结果 将 造成 稳定 图 边界 位 置 的 改变 ， 
从 而 使 离子 质量 发 生 偶 离 。 为 了 克服 上 述 缺点 ,采用 了 自动 增益 控制 技术 , 即 在 扫描 过 程 
中 设 有 两 个 电离 时 间 段 ,第 一 电离 阶段 的 时 间 为 固定 的 ,如 0.2ms, 电 离 后 赶 出 全 部 从 背 
景气 中 形成 的 离子 (如 2Mz 为 44 以 下 ) ,并 测定 保留 在 阱 内 的 离子 的 总 离子 流 ,以 此 作 
为 依据 计算 第 二 阶段 电离 所 需 的 最 佳 时 间 ,这 样 可 以 避免 因 阱 内 离子 太 多 而 引起 的 空间 
电荷 效应 。 当 然 在 每 一 次 扫描 过 程 中 都 同时 伴 有 这 两 个 时 间 段 的 电离 过 程 ,其 电离 时 间 
与 谱 的 强度 亦 同 时 被 记录 , 以 便 实现 数据 的 归 一 化 处 理 。 由 于 自动 增益 控制 技术 的 应 用 ， 
离子 阱 质谱 也 可 实现 定量 分 析 。 


3. 轴 向 调制 (axial modulation ) 


当 离 子 阱 中 的 射频 电位 幅 值 扫 描 时 , 低 质 量 离子 首先 被 " 扫 出 "离子 阱 而 较 高 质量 离 
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子 仍旧 陷 在 阱 中 ,由 此 引起 的 空间 电荷 效应 将 会 造成 即将 被 扫 出 的 离子 峰 的 加 宽 。 为 了 
改变 这 种 状况 ,在 端 盖 电 极 上 加 上 一 个 附加 振 功 电场 (oscillation field), 它 的 峰值 为 
6VUw ,其 频率 约 为 环 电极 上 射频 电位 频率 的 一 半 。 当 离子 随 着 射频 电位 幅 值 的 增加 
而 达到 稳定 三 角形 边界 (q-=0.908) 即 将 被 扫 出 时 ,在 附加 振荡 电位 的 作用 下 ,这 些 离子 
将 产生 共振 ,并 使 它们 紧密 地 聚 集 在 一 起 ,同时 排出 离子 阱 ,所 以 分 辩 率 随 之 得 到 提高 ,如 


图 9.8 所 示 。 
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图 9.8 轴 向 调制 效果 图 
a. 无 轴 向 调制 ;:b. 有 轴 疝 调制 
4. 质量 范围 的 扩展 


离子 阱 质谱 最 初 设计 的 质量 范围 仅 为 650Da, 显然 不 适合 于 生物 大 分 子 的 分 析 。 从 
2 中 可 见 ,减少 电极 尺寸 ro 或 降低 射频 电位 的 频率 9, 均 可 扩展 质量 范 


方程 立 Me= 
70 

围 ,然而 最 有 效 的 办 法 是 采用 共振 排斥 法 (resonance 
ejection) 如 图 9.9 所 示 。 在 a- 轴 上 设 定 一 个 点 作为 离 
子 共 振 排 斥 点 , 它 相 当 于 四 极 离子 阱 正常 工作 时 在 稳 
定 图 的 g. 轴 上 开 了 一 个 小 孔 ,让 离子 在 此 孔 的 位 置 上 
发 生 共 振 排斥 。 其 具体 操作 过 程 如 下 : 当 射 频 电 位 幅 
值 扫描 时 , 即 在 o- 扫描 时 在 端 盖 电极 上 加 上 一 个 频率 
较 低 的 附加 交流 电位 , 它 的 频率 由 质量 范围 扩大 的 倍 
数 决定 。 阱 内 离子 随 着 射频 电位 的 幅 值 的 增 大 其 aq。 
图 9.9 共振 排斥 法 示意 图 也 增 大 并 达到 设 定 的 共振 排斥 点 所 相应 的 9。 值 时 , 离 
子 依次 产生 共振 并 排出 离子 阱 到 达 检 测 器 。 由 于 2/z 
值 与 q- 成 反比 ,所 以 共振 排斥 点 的 quew 可 用 下 式 表示 : gsnew = gxastad (ma Zeimaa/ 


7177 /之 
mV/zinuew) , 当 和 欲 扩大 的 质量 范围 即 [ea 确定 后 vv 即 可 由 上 式 计 算得 到 ,通过 


9q- 与 让 的 关系 式 ( 见 后 ) ,8. 即 离子 阱 端 盖 电 极 上 的 附加 交流 电位 的 频率 也 可 决定 ,如 需 
扩大 质量 范围 为 10 倍 , 则 o,w=0.908Z10=0.0908, 相 应 的 及 =0.064, 此 时 在 端 盖 电 极 
上 应 附加 的 交流 电位 的 频率 为 353.2kHz。 
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5. 狭 扫 描 (narrow scan or zoom scamn ) 


通常 离子 阱 的 扫描 速度 为 S S35SDa/s, 当 质 量 范 围 为 650Da 时 ,此 扫描 速度 相当 于 
180wsZDa。 在 这 种 扫描 速度 下 ,以 质量 选择 不 稳定 模式 工作 时 ,对 单 电 荷 离子 其 分 辨 率 
( 半 峰 宽 定 义 ) 理 论 上 可 达 3xm。 离 子 阱 的 分 辩 率 除了 由 它 本 身 的 性 能 决定 外 ,还 取决 于 
控制 射频 电位 变化 的 电子 线路 中 数字 模拟 转换 器 (DAC) 的 速度 ,在 仪器 设计 中 一 般 将 此 
DAC 所 需 的 时 间 间 隔 等 同 于 离子 流 信 号 采集 时 模拟 数字 转换 器 (ADC) 的 时 间 间 隔 , 以 12 


位 (bit) 的 DAC 和 ADC 为 例 , 此 时 间 间 隔 为 28js， 
由 此 可 得 每 一 个 质量 中 的 采样 次 数 为 180ws/28hs， | | 二 | 人 
即 约 6.3 次 ; 若 采 用 上 述 的 质量 扩展 技术 ,使 质量 x 


范围 扩展 至 4 100Da, 则 每 一 个 质量 中 的 采样 点 将 
小 于 1。 从 信息 学 理论 可 知 ,一 个 峰 中 采样 数 至 少 总 
6 次 才能 较 完 整地 表达 一 个 峰 的 原来 面 貌 。 如 图 一 一 -一 -一 


9.10 所 示 ,如 果 采 样 次 数 太 少 , 峰 形 将 发 生变 化 ,使 9 10 “采样 次 数 对 分 辩 率 的 影响 
原来 两 个 能 相互 分 离 的 峰 合 并 成 一 个 峰 。 

为 了 克服 由 于 电子 线路 上 的 技术 问题 所 造成 对 仪器 实际 分 辩 率 的 影响 ,一 种 称 为 补 
偿 DAC 技术 已 被 广泛 应 用 于 离子 阱 质谱 ,其 工作 原理 见 图 9.11。 射 频 电 位 扫描 是 由 一 
个 0~10V 的 数字 模拟 转换 信和 号 来 控制 的 ,这 个 电压 在 其 扫描 过 程 中 任何 时 刻 均 可 由 
TTL 控制 脉冲 经 电压 分 配器 将 它 误 减 ,如 图 中 被 衰减 为 0 一 1V, 但 其 扫描 速度 保持 不 变 。 
这 个 衰减 的 电压 经 运算 放大 器 与 补偿 电压 (6V) 相 加 后 成 为 射频 电位 的 控制 信号 ,如 图 中 
为 6V 一 7V, 这 个 控制 信号 经 射频 电位 发 生 器 最 终 得 到 射频 电位 的 扫描 电压 。 由 此 可 见 ， 
射频 电位 经 此 补偿 DAC 修正 后 扫描 速度 不 变 但 幅 值 扫描 范围 变 罕 ,扫描 范围 仅 从 4 850V 
到 5 870V ,这 就 意味 着 在 同样 的 扫描 时 间 内 ,扫描 质量 范围 变 窗 ,这 样 就 能 保证 在 一 个 峰 
中 有 足够 的 采样 次 数 , 使 仪器 的 分 辩 率 得 以 真正 体现 出 来 。 商 品 仪器 在 采用 此 技术 后 其 
分 辩 率 将 大 于 10 000( 半 峰 宽 定义 )。 在 蛋白 质 、 多 肽 样品 的 分 析 中 ,仪器 的 高 分 辩 能 力 是 
至 关 重 要 的 ,因为 只 有 高 分 辨 才能 使 准 分 子 离子 与 其 同位 素 峰 相 分 离 ,图 9.12 为 血管 紧 


射频 电位 扫描 电压 衰减 后 射频 电位 扫描 
分 配器 
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图 9.11 DAC 补偿 技术 原理 图 
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图 9.12 血管 紧张 素 肽 段 的 狭 扫描 图 


张 素 中 某 肽 段 的 狭 扫描 图 ,图 中 可 见 峰 间 的 质量 差 为 0.3 个 质量 单位 ,这 表明 浆 /z 
502.7 是 一 个 带 有 三 个 电荷 的 离子 。 离 子 所 带电 荷 数 的 判断 ,可 通过 观察 谱 中 一 个 质量 
单位 内 所 含有 的 同位 素 的 峰 数 来 推测 ,此 峰 数 即 为 此 离子 所 带 的 电荷 数 ,从 离子 的 电荷 数 
与 质量 即 可 计算 出 肽 段 或 蛋白 质 的 分 子 质量 。 


“6. 质谱 /质谱 (MS" ,mn 之 10) 


在 生物 大 分 子 分 析 中 ,特别 是 蛋白 质 、 多 肽 分 析 中 ,质谱 /质谱 功能 是 必 不 可 少 的 技术 
手段 。 因 为 肽 段 的 MS /MES 所 提供 的 各 级 子 离子 信息 包含 了 极为 丰富 的 N 端 和 C 端 离 
子 结构 信息 ( 即 2,y 系列 离子 ) , 它 不 仅 为 实现 计算 机 数据 库 检 索 创 造 了 和 良好 的 条 件 , 也 
为 多 肽 的 de zovoll? 序列 分 析 提 供 了 所 必需 的 信息 。 

在 离子 阱 中 实现 MSVMMS 的 关键 在 于 如 何 提取 先驱 离子 (precusor ion), 即 把 质量 大 
于 或 小 于 此 离子 的 离子 赶 出 离子 阱 。 实 现 提 取 单 一 离子 的 方法 很 多 ,下 面 仅 作 简 单 介绍 。 

(1) 顶点 提取 法 (apex isolation ) 
此 方法 是 采取 射频 电位 和 直流 电位 相 结合 的 
方法 ,如 图 9.13 所 示 。 首 先 使 提取 离子 从 A 点 移 
“到 三 角形 的 顶点 在 qz 轴 上 的 投影 点 了 B, 然 后 在 环 电 
极 上 加 上 一 个 负 的 适当 大 小 的 直流 电压 4- UL) ,使 
该 离子 的 g- >0, 并 恰好 到 达 在 三 角形 顶点 之 下 的 
CC 点。 在 此 条 件 下 ,质量 比 提取 离子 大 或 小 的 离子 
分 别 越 过 8. =0,8.=1 边 界线 ,由 于 它们 在 y 和 > 
问 不 稳定 而 被 消去 。 
(2) 共振 排斥 (resonance ejection ) 
共振 排斥 法 原理 如 前 所 述 这 里 不 再 重复 。 运 





EL4T0606 0 TO LE214 6 


用 共振 排斥 法 实施 离子 提取 时 端 盖 电 极 上 的 附加 
电场 的 频率 不 是 固定 的 ,而 是 以 提取 离子 质量 的 不 
”开元 全 





同 而 改变 。 通 常 此 频率 设 定 在 相当 于 提取 离子 质 二 D 
量 数 加 一 的 水 平 上 。 其 工作 过 程 如 图 9.14 所 示 ， 二 人 
当 离 子 形成 后 (A) ,射频 电压 立即 起 始 扫描 (B) , 同 YAB 
时 端 盖 电极 加 上 附加 电场 ,此 时 小 于 提取 离子 质量 图 9.14 共振 排斥 法 MSMMS 操作 示意 图 
的 离子 随 着 射频 电位 幅 值 的 增加 在 8. = 1 边界 上 ，A. 电离 和 储存 质量 范围 确定 ;B. 附加 电场 开 
由 于 向 不 稳定 而 被 排出 离子 阱 ,大 于 提取 离子 质 im 全 下 
量 的 离子 由 于 与 附加 电场 的 频率 发 生 共 振 而 同样 入 梧 划 汪 和 到 也 册 于 汪 
被 排出 离子 阱 ,只 有 提取 离子 能 留 在 离子 阱 中 。 
(3) 过 滤 唆 声场 法 (filtered noise field) 

运用 此 方法 时 先 在 环 电 压 上 加 上 射频 电位 ,使 一 定 质量 范围 内 的 离子 均 陷 于 阱 中 ,其 
中 包括 欲 提取 的 离子 ,与 此 同时 在 端 盖 电极 上 加 上 附加 振荡 电位 ,其 频率 覆盖 上 述 质量 范 
围 内 所 有 离子 的 在 z 向 的 振荡 频率 而 独 缺 一 个 相应 于 提取 离子 的 频率 。 因 此 ,大 于 或 小 
于 提取 离子 质量 的 所 有 离子 均 因 共 振 而 被 排出 离子 阱 ,惟有 提取 离子 被 留 在 阱 内 。 

” 在 离子 提取 技术 的 发 展 和 应 用 上 , Cookst20,20 ,Kelley[22,23] ,Mecluckyt24] 等 作出 了 很 
大 的 贡献 ,他 们 分 别 采 用 逆向 傅 里 叶 转 换 的 尖 脉 冲 , 陷 波 滤波 技术 ,以 及 反 向 - 正 向 扫描 等 
方法 ,达到 了 有 效 提取 单一 离子 并 实现 了 质谱 -质谱 测试 功能 ,有 关 这 些 技术 的 详细 内 容 
在 此 不 一 一 效 述 。 

用 以 上 这 些 方法 得 到 的 离子 ,在 阱 内 经 共振 激发 与 背景 气体 发 生 相 互 碰 撞 并 发 生 单 
分 子 裂解 反应 ,然后 以 通常 射频 电位 幅 值 的 扫描 得 到 子 离子 图 谱 。 重 复 上 述 的 过 程 , 即 可 
在 离子 阱 质谱 中 实现 多 级 MSVMS 功能 。 目 前 商品 仪器 中 最 多 可 达 10 一 11 级 。 

在 以 上 讨论 离子 阱 的 性 能 改进 过 程 中 ,共振 排斥 、 轴 向 调制 技术 被 广泛 应 用 ,这 些 技 
术 的 基本 原理 均 是 在 端 盖 电极 上 加 上 一 个 附加 的 振 功 电位 ,使 其 与 不 同 离子 发 生 共 振 ,所 
以 ,离子 的 基本 频率 是 离子 阱 中 一 个 重要 参数 , 它 是 由 下 式 决定 的 : 


os = (+ 各 0 入 Re 


ws =- (+ 六 ja 或 页 过 ) 庙 6 全 =2- 世 为 
&(7 六 .之 ) 


当 ”=0 时 , 称 此 为 离子 的 基本 频率 ,wu0= 二 RD。 


由 此 可 见 , 凡 是 8 相同 的 离子 其 基本 频率 是 相同 的 ,这 就 是 稳定 图 中 的 等 8 线 。8 值 
是 由 a ,9 值 来 决定 的 ,8 值 可 用 下 式 计算 : 


卫生 ae 二 





色 
人 
2 R 到 
和 (8B. +6) 一 as 一 
dg? 
和 5 2 

CR = 7 

(及 -4)2 -aa 汪 


“8 > 


从 (9-2-23) 式 可 见 , 为 计算 8 值 ,应 采用 数值 和 逼近 法 , 即 逐 一 代 人 8 值 ,然后 比较 8 
和 8, 的 差 值 , 直 至 此 差 值 小 至 忽略 不 计 为 止 ,在 得 到 8 值 后 ,显然 w 值 也 随 之 而 定 , 但 在 
离子 阱 质谱 中 为 提高 分 辨 率 、 灵 敏 度 ,实现 质量 扩展 ,提取 单一 离子 所 采取 的 一 系列 “ 共 
振 ” 技 术 中 ,如 共振 排斥 、 轴 向 调制 等 其 在 端 盖 电 极 上 附加 振荡 电位 的 时 间 以 及 幅 值 是 各 
不 相同 的 ,如 轴 向 调制 中 其 频率 约 为 环 电极 射频 电位 频率 的 一 半 ,而 幅 值 大 于 6Vv ;而 
在 共振 激发 中 (resonance excitation ) , 其 频率 为 保留 在 阱 中 的 提取 离子 所 相应 的 频率 , 而 
其 幅 值 不 能 过 大 ,以 能 达到 提高 碰撞 效率 即 可 ,避免 提取 离子 排出 离子 阱 。 通 常 其 幅 值 小 
于 dsSVrae 


第 三 节 . “飞行 时 间 顺 谱 


Wiley 和 Mclaren 于 1955425] 年 发 表 了 他 们 设计 的 飞行 时 间 质 谱 (time-of-flight mass 
spectrometry,TOFMS)。 早 期 以 飞行 时 间 质 谱 配 以 激光 脉冲 电离 技术 应 用 于 同位 素 比 、 
元 素 分 析 等 ,直到 1974 年 由 Macfarlanel26] 实现 了 等 离子 体 解 析 电 离 (plasma desorption ) 
与 飞行 时 间 质 谱 相 匹配 后 才 得 以 在 生物 大 分 子 的 分 析 中 得 到 应 用 ,尤其 是 Karas 和 Hil- 
lenkamp 于 1988 年 引入 了 基质 辅助 激光 电离 (MALDI) 成 功 地 测试 了 分 子 质 量 超过 300 
Xx10?Da 的 蛋白 质 后 飞行 时 间 质 谱 才 获 得 了 新 生 , 随 着 飞行 时 间 质 谱 性 能 (质量 分 辩 率 、 
灵敏 度 等 ) 的 不 断 改进 ,基质 辅助 激光 电离 -飞行 时 间 质 谱 已 成 为 生物 大 分 子 尤其 是 蛋白 
质 、 多 肽 分 析 中 有 效 的 工具 之 一 。 下 面 对 TOFMS 作 一 介绍 。 
离子 源 引出 极 ”漂移 管 D TOFMS 由 离子 源 (S) 引 出 极 、 漂 移 区 (D) 和 检 
。 测 器 所 组 成 。 如 图 9.15 所 示 。 当 离子 在 离子 源 内 
引 成 后 在 离子 源 内 电场 下 的 作用 下 进入 无 场 漂移 
检测 器 区 。 在 理想 状态 下 ,所 有 进入 漂移 区 的 离子 具有 相 





由 1 









ie 同 的 动能 (KE)。 
图 9.15 飞行 时 间 质 谱 示意 图 F 它 全 册 这 (9-3=-1) 
式 中 = Ze 为 离子 的 总 电荷 ,下 .为 加 速 电 压 。 
GEs = mo (9 兰 3 
式 中 为 离子 的 质量 ,v 为 离子 飞行 的 速度 。 
离子 在 漂移 区 内 所 需 的 时 间 为 
1 二 万 /mm (9 二 
以 (9-3-2) 式 中 的 立 代 和 人 (9-3-3) 式 可 得 
1/2 
四 人 昌 但 3 岂 


整理 (9- 3 - 4) 式 为 
77 沁 
2 (9 二 2 
或 者 冯 =A 刀 , 式 中 A 为 常数 。 所 以 ,测定 离子 在 漂移 区 内 的 飞行 时 间 即 可 计算 出 它 的 
质 荷 比 , 亦 即 离子 的 飞行 时 间 谱 可 转换 成 质谱 图 。 
. 154 ， 





早期 TOFMS 都 是 线性 有 所 行 时 间 质 谱 (linear (alAnoz*0 
TOFMS) ,分 辩 率 较 低 , 这 与 离子 在 离子 源 内 形成 及 加 速 
过 程 中 的 离子 形成 的 时 间 (z) \ 离 子 的 初始 动能 (Uu) 离 | dd G- 
G@r* 


子 在 离子 源 中 的 位 置 ( Su) 及 运动 方向 有 关 。 如 图 9.16 包 SR 
所 示 , 图 9.16(a) 是 两 个 质量 相同 .初始 动能 相同 的 离子 ， 
但 是 由 于 它们 在 源 内 形成 时 间 的 不 同 (At 夫 0) ,所 以 当 它 Am 


们 以 相同 速度 飞 向 检测 器 时 ,一直 保持 着 它们 的 时 间 差 。 [Gy G G 

对 方程 (9-3- 5) 微 分 可 得 Tacor 的 :~ 
dj 2 (d) 六 一 记 
了 Be- 6- 时 


(9-3-6) [外 人 dr 

显然 只 要 峰 宽 保持 不 变 (Az 为 常数 ) ,延长 飞行 时 
间 ,降低 加 速 电压 ,可 提高 分 辨 率 。 图 9.16(b) 是 两 个 质 
量 相 同 、 初 始 动能 相同 ,但 在 源 内 的 不 同位 置 形成 的 离子 
(As 天 0)。 由 于 左边 的 离子 比 右边 的 离子 受到 更 强 的 电场 作用 ,飞行 速度 较 快 ,相对 较 早 
地 到 达 检 测 器 ,其 结果 造成 峰 宽 的 加 宽 。 图 9.16(c) 是 两 个 质量 相同 在 同一 位 置 形 成 ， 
但 具有 不 同 初 始 动能 的 离子 (AUo 和 到 0) ,动能 高 的 离子 飞 得 较 快 。 如 果 飞 行 管 的 长 度 加 
长 , 则 这 两 个 离子 的 飞行 时 间 差 也 加 大 , 显然 不 利于 分 辩 率 的 改善 。 提 高 加 速 电压 可 减少 
这 种 影响 。 图 9.16(d) 是 两 个 质量 相同 、 初 始 动能 相同 ,但 起 始 飞 行 方向 相反 的 离子 的 运 
动 的 情况 (Vi = - Vz)。 显 然 , 初 始 运动 方向 与 飞行 方向 相反 的 离子 需要 更 长 时 间 到 达 
检测 器 。 提 高 加 速 电压 可 缩短 由 此 产生 的 飞行 时 间 差 。 

综合 以 上 两 个 质量 相同 的 离子 在 离子 源 形成 过 程 中 的 状态 及 加 速 过 程 中 的 各 种 因素 
的 影响 ,离子 在 加 速 电压 玉 的 作用 下 飞越 长 为 姜 的 漂移 管 所 需 的 时 间 可 用 下 式 表示 : 
[(Uo 土 虹 so)12xCD0D22] (27zz )1 人 万 

< 2 二 
式 中 加 为 离子 形成 时 间 ,so 为 离子 在 离子 源 中 的 位 置 , Un 为 离子 的 初始 动能 。 

上 式 中 第 一 项 为 离子 在 电离 /加 速 区 内 所 需 的 时 间 。 其 中 (Uo + eEso)! 所 为 离子 飞 出 
离子 源 的 速度 , 土 Uo 反映 了 离子 初始 速度 方向 的 影响 。 第 二 项 为 离子 在 漂移 区 内 所 需 
的 时 间 , 它 反映 了 离子 初始 动能 和 离子 位 置 的 影响 。 第 三 项 为 离子 形成 的 时 间 。 如 果 样 
品 分 子 是 从 一 个 表面 上 经 解析 电离 进入 气相 的 情况 ,如 在 MALDI 条 件 下 , 则 eEso 为 常 
数 ,eEso=eV(Y 为 加 速 电 压 ) ,在 漂移 管 的 尺寸 比 离子 源 大 得 多 的 条 件 下 ( 六 >)， 
(9-3-7) 式 可 简化 成 


图 9.16 离子 源 内 离子 不 同 
状态 示意 图 


忧 二 但 鸡 ” 量 痢 其 (区 4 三 从 


风 人 0 全 
了 20Uo+eV)Z2 人 
我 们 比较 两 个 动能 分 别 为 0 和 Un 的 离子 ,它们 到 达 检 测 器 的 时 间 差 
2 1 1 
= 下 人 全 ) 丝 队 二 3 局 旨 


从 (9-3-9) 式 可 见 , 离 子 初 始 动能 的 分 布 (kinetic energy distribution ) 是 影响 飞行 时 
，155 ， 


间 质 谱 分 辩 率 的 主要 因素 。 把 (9- 3 - 6) 式 代入 (9- 3 - 9) 式 , 则 分 辩 率 可 用 下 式 表示 : 
Azza cm 而 、Am Un 

5 空 下 人 1 Se 或 者 更 简化 为 ? 之 二 

从 (9-3- 10) 式 可 见 如 果 提 高 加 速 电 压 或 减少 初始 动能 分 布 将 有 利于 分 辩 率 的 提 

高 。 为 此 , Mamyrin27 和 他 的 同事 们 于 1973 年 在 飞行 时 间 质 谱 中 引进 了 反射 器 (reflee- 
tron) ,以 补偿 离子 初始 能 量 分 布 的 影响 ,提高 仪器 分 辩 率 ,其 结构 见 图 9.17。 反射 器 处 于 


(9-3-10) 
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图 9.17 反射 器 结构 示意 图 


漂移 区 的 后 面 , 里 面 装 有 一 系列 电极 ,电极 上 的 电压 逐 极 增加 ,并 在 最 后 电极 上 达到 比 加 
速 电压 略 高 水 平 上 即 (V+ a )。 离 子 穿 进 反射 器 后 , 当 它 的 能 量 达 到 0 后 ,随即 反 相 加 速 
出 反射 器 ,其 能 量 与 进入 时 相同 ,只 是 速度 方向 相反 。 假 定 反 射 器 的 电场 为 下 ,离子 电荷 


为 9 ,离子 的 动能 为 玉 , 则 它 能 够 穿越 的 深度 为 二 , 工 = 因 离 子 穿 进 反射 器 的 速度 是 “， 


了 


从 zz 至 0, 所 以 其 平均 速度 为 wuz/2。 在 反射 器 中 飞行 长 度 为 zx 所 需 时 间 为 二 


离子 在 反射 器 中 穿 人 及 返回 的 距离 为 2z。 所 需 的 总 时 间 为 ， 二 21 二 -222 三代 。 对 于 


2 有 了 Wir 
两 个 质量 相同 的 离子 , 若 它们 具有 的 动能 不 同 , 分别 为 开 和 大, 且 人 = 中 2 画 冻 渤 


11 77Z 人 ) 


人 浊 5 ,所 以 它们 的 飞行 速度 分 别 为 Vs = (2 天 7]7)127 和 全 和 


(Ko [zz =a(2KAz)12=aVz。 以 这 样 的 速度 ,两 个 离子 在 漂移 区 内 飞行 的 时 间 为 

i=D/Vza,t =DLVi=DvVa ,ti =tva, 而 在 反射 器 中 飞行 2z 与 2z“' 所 需 的 时 间 妃 

=4z/Va,tr=4z Vi。 由 于 这 两 个 离子 的 能 量 不 同 ,所 以 在 反射 器 内 穿越 的 深度 也 

不 同 ,其 值 分 别 为 z= 开 [MoE)，z =K MoE)=w2KLMoE)，z=aw2z; 由 此 可 得 去 = 

4zZVat7=4aoz[aVi=4arz/ Vi =at。 从 以 上 分 析 可 知 这 两 个 离子 在 飞行 时 间 质 谱 
呈 刘 36 








7 





的 漂移 区 和 反射 器 中 飞行 时 间 的 和 分 别 为 t 总 = 上 + 三 总 三 上 [au + oz 从 式 中 可 见 , 如 wa 
>1, 即 具有 较 高 能 量 的 离子 在 无 场 区 飞行 时 间 较 短 ,而 在 反射 器 中 飞行 时 间 较 长 ;相反 ， 
若 <1, 则 具有 较 低 能 量 的 离子 在 无 场 区 飞行 时 间 较 长 , 而 在 反射 器 中 飞行 时 间 较 短 。 
所 以 这 两 个 相同 质量 ,初始 动能 不 同 的 离子 在 反射 器 的 作用 下 ,飞行 时 间 相 互补 偿 ,最 终 
使 这 两 个 离子 几乎 同时 到 达 检 测 器 ,提高 了 仪器 的 分 辨 率 。 反 射 型 飞行 质谱 不 仅 提 高 了 
仪器 的 分 辩 率 ,而 且 能 够 测定 源 后 误 变 离子 (post source decay,PSD) ,这 些 离子 所 包含 的 
信息 是 结构 解析 中 的 重要 依据 。PSD 的 基本 原理 如 图 9.18 所 示 。 当 离子 被 加 速 出 离子 
源 时 ,离子 门 开 (on) 时 ,离子 /z 1281.7 被 消去 ,只 剩 下 双 /z 1270.7( 见 图 9.19)。 选 
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图 9.18 PSD 原理 图 


离子 门 关 (of 人 
1281.7 
zz 125S0 1260 1270 1280 1290 1300 
离子 门 开 (om) 1270.7 
1].1u 
册 2 人 
3.6U 
ml/Z 1250 1260 1270 1280 1290 1300 


图 9.19 离子 门 的 作用 原理 


“1 带 本。 


择 的 离子 在 进入 无 场 漂移 区 后 它 从 离子 源 内 解析 电离 过 程 中 获得 的 内 能 ,在 无 场 漆 移 区 
内 飞行 过 程 中 通过 发 生 断 裂 而 释放 其 能 量 。 这 个 过 程 称 为 源 后 衰变 (post source decay， 
PSD) ,由 此 而 得 到 的 碎片 离子 由 于 它 与 其 先驱 离子 具有 相同 的 飞行 速度 但 能 量 不 同 , 所 
以 ,在 反射 器 内 穿越 的 深度 不 一 可 被 反射 器 按 其 质量 大 小 ( 即 能 量 大 小 ) 从 小 到 大 依次 反 
射 ,并 到 达 检 测 器 检测 。 在 上 述 分 析 过 程 中 ,反射 器 的 电场 是 一 个 固定 的 电压 ,实际 上 那 
些 能 量 小 的 碎片 离子 ( 即 低 质 量 的 离子 ) 不 能 穿 人 反射 器 而 无 法 得 到 检测 ,一 般 能 量 大 于 
50% 先 驱 离 子 能 量 的 离子 才能 被 检测 到 ,为 此 ,在 反射 型 飞行 时 间 质 谱 中 反射 器 上 的 电位 
是 逐 级 降低 的 ,这 样 在 每 一 级 电位 下 可 得 到 与 其 相应 的 较 低 能 量 的 碎片 离子 。 全 部 碎片 
离子 即 可 采用 若干 级 降低 电位 的 方法 得 到 。 如 在 某 些 商品 仪器 中 , 其 加 速 电压 为 
28.SkV, 反 射 器 最 后 透镜 电压 为 30kV。 在 实施 PSD 离子 检测 时 ,第 一 级 采用 30kV ,接着 
为 28.5,27.08,23.29,19.90……3.66kV, 共 分 13 级 ,由 此 而 得 到 的 14 张 质 谱 图 可 经 计 
算 机 软件 处 理 后 成 为 一 张 完整 的 质谱 图 。 在 数据 处 理 中 , 以 相 邻 两 张 质谱 图 中 同时 出 现 
的 离子 的 峰 强 作 归 一 化 ,所 以 全 谱 具 有 相同 的 强度 标尺 。 在 飞行 时 间 质 谱 中 , 另 一 个 重要 
的 技术 措施 称 为 延迟 引出 (delay extraction) 。 它 是 基于 Wiley 和 Mclaren 提出 的 时 间 延 到 
聚焦 (time lag energy focusing) 概 念 的 基础 上 由 Brown 和 Lennonl28] 等 首先 实现 的 。 如 在 
基质 辅助 激光 电离 中 , 当 激 光束 照射 样品 和 基质 的 共 唱 体 时 ,样品 分 子 获得 了 能 量 进 行 电 
离 并 溢出 表面 ,此 时 不 立即 加 上 加 速 电压 将 离子 推进 漂移 区 ,而 是 在 经 过 一 段 时 间 的 延迟 
后 ( 几 百 纳 秒 ) 再 加 速 出 去 ,在 延迟 时 间 内 离子 处 在 推 斥 极 及 引出 极 之 间 的 无 场 区 内 ,由 于 
样品 分 子 电 离 后 经 延迟 再 加 速 所 以 称 为 延迟 引出 。 这 种 技术 的 应 用 可 以 补偿 离子 初始 动 
能 分 布 对 分 辩 率 的 影响 ,也 就 是 说 ,初始 动能 不 一 样 但 质 荷 比 相同 的 离子 能 同时 到 达 检测 
器 ,从 而 提高 分 辩 率 。 延 迟 时 间 的 长 得 与 测试 样品 性 质 和 应 用 的 基质 有 关 ,Karas[29] 用 芥 
子 酸 (sinapinic acid) 和 二 羟基 苯 甲 酸 (DHB) 作 为 基质 对 碳酸 栈 酶 (carbonic anhydrase， 分 
子 质量 为 29024.6Da) 进 行 测定 ,发现 以 芥子 酸 作 基质 时 ,最 佳 延 迟 时 间 为 300ns, 要 比 用 
DHB(250ns) 作 基质 要 长 。 即 使 如 此 ,前 者 分 辨 率 为 700(FWHM) ,而 后 者 可 达 900 
(FWHM) ,如 图 9.20 所 示 。 

总 之 ,在 使 用 基质 辅助 激光 电离 -飞行 时 间 质 谱 仪 进行 生物 大 分 子 测 试 时 ,除了 仪器 
本 身 性 能 之 外 ,还 要 考虑 样品 的 性 质 、 基 质 的 选用 、 样 品 制 备 的 方法 、 , 淹 六 证 让 全 全 全 全 四 
试 时 的 分 辨 率 、 灵敏度 的 影响 。 

从 以 上 介绍 的 飞行 时 间 质 谱 工作 原理 可 知 , 飞 行 时 间 质 谱 工 作 过 程 是 脉冲 式 的 。 即 
样品 分 子 在 离子 源 内 电离 成 为 离子 并 滞留 一 段 时 间 后 由 加 速 电 压 把 它们 引入 无 场 漂移 
区 , 按 它们 的 质量 大 小 不 同 , 由 小 到 大 逐个 到 达 检 测 器 而 被 检测 ,所 以 飞行 时 间 质 谱 与 脉 
冲 式 的 电离 技术 , 如 激光 电离 (laser desorption,LD) 等 离子 体 电离 (plasma desorption， 
PD)、 基质 辅 助 激光 电离 (matrix assistant laser desorption,MALDTI) 能 很 好 地 匹配 。 为 了 
实现 飞行 时 间 质 谱 与 连续 电离 源 如 电子 喷雾 电离 相连 接 ,在 离子 引入 飞行 时 间 质 谱 的 方 
法 上 相应 发 展 了 许多 相关 的 技术 ,如 在 线 门 (in-line gate) 垂直 加 速 器 和 离子 阱 储存 (ion 
trap storage) 等 离子 引入 技术 ,以 下 对 垂直 加 速 器 方法 作 人 简单 介绍 。 垂直 加 速 器 的 结构 如 
图 9.21 所 示 ,低能 离子 束 从 离子 源 出 来 经 静电 透镜 聚焦 后 送 入 加 速 区 ,加 速 区 的 宽度 约 
为 漂移 区 的 5% 一 10% , 当 离子 充满 加 速 区 后 ,漂移 区 内 的 电极 (一 个 或 多 个 电极 ) 上 加 上 
脉冲 电压 ,建立 一 个 脉冲 的 引出 场 ,此 场 与 连续 离子 流 成 绝对 垂直 ,离子 在 引出 场 的 作用 
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图 9.20 不 同 的 基质 和 延迟 时 间 对 分 辩 率 的 影响 
a. 芥子 酸 为 基质 ;b. 二 羟基 茉 甲酸 为 基质 
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图 9.21 垂直 加 速 器 -TOF 示意 图 


下 获得 能 量 并 飞 进 无 场 漂 移 区 。 当 第 一 批 离子 离开 引出 场 后 ,关闭 引出 场 电压 ,使 离子 束 
再 次 充满 加 速 区 ,如 此 反复 循环 ,可 实现 连续 离子 源 与 飞行 时 间 质 谱 相 结合 。 由 于 连续 离 
子 流 的 初始 速度 方向 和 引出 场 相 垂直 还 带 来 了 另 一 个 优点 即 离子 在 漂移 区 方向 上 的 速度 
分 量 极 小 ,因此 可 以 提高 飞行 时 间 质 谱 的 分 辨 率 。 目 前 采用 垂直 加 速 器 离子 引入 技术 后 ， 
其 分 辨 率 可 达 5 000(FWHMD) ,仪器 已 商品 化 。 在 解决 了 连续 离子 流 和 飞行 时 间 质 谱 相 
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一 一 
检测 器 


SS 


匹配 的 问题 后 ,为 了 在 TOF 仪器 上 实现 MSVMS 功能 ,Morris 于 199615] 年 发 表 了 他 设计 
的 四 极 -垂直 飞行 时 间 质 谱 串 联 装 置 (quadrupole-oa time of ght mass spectrometer, Q- 
TOF) ,具体 结构 如 图 9.22 所 示 ,第 一 级 质谱 采用 四 极 杆 ,第 二 级 质谱 为 反射 式 飞 行 时 间 
质谱 ,此 两 级 质谱 成 垂直 配置 ,其 间 还 有 碰撞 活化 室 以 实现 碰撞 诱导 解 离 (CID)。 进 行 质 
谱 - 质 谱 实 验 时 ,第 一 级 四 极 杆 质谱 用 于 选取 单一 离子 并 将 它 送 和 碰撞 活化 室 与 惰性 气体 
发 生 碰 撞 并 使 母 离子 发 生 诱 导 有 裂解。 碰撞 活 化 室 由 六 级 杆 组 成 ,在 工作 状态 下 极 杆 上 仅 
有 射频 电位 (RF-only) ,因而 所 有 离子 均 能 通过 碰撞 活化 室 , 到 达 第 二 级 垂直 飞行 时 间 质 
谱 的 加 速 器 中 ,在 推 斥 极 的 作用 下 ,离子 进入 TOFMS 进行 质量 分 离 。 由 于 此 仪器 配 以 电 
子 喷雾 电离 源 (ESI) 和 基质 辅助 激光 电离 源 , 可 分 别 实现 与 高 效 液 相 色 谱 联 用 或 直接 进 
样 。 目 前 已 成 为 蛋白 质 组 研究 工作 中 的 重要 手段 之 一 ,在 商品 仪器 中 已 可 见 采用 多 级 反 
射 器 (W 型 ) 的 飞行 时 间 质 谱 作 为 第 二 级 质谱 仪 。 由 于 多 级 反射 ,其 分 辩 率 更 高 ,可 达 
20 000(FWHM) 左 右 。 






四 极 MSI 


图 9.22 ”Q-TOF 结构 示意 图 


第 四 节 人 和 传 里 叶 转 换 回 旋 共 振 质谱 


傅 里 叶 转 换 回旋 共振 质谱 仪 (Fourier transform-ion cyclotron resonance mass spectrom- 
etry,FITMS) 由 于 其 超 高 分 辩 率 及 质量 测量 的 准确 度 而 备 受 关注 。 第 一 台 FTMS 是 由 
Comisarow 和 Marshallt30] 于 1974 年 研制 的 ,但 是 它 在 蛋白 质 和 多 肽 分 析 中 的 应 用 还 是 在 


电子 喷 筋 电离 (ESI) 和 基质 辅助 激光 电离 (MALDI) 的 引入 后 才 逐 渐 广 泛 起 来 。FTMS 主 


要 有 四 大 部 分 所 组 成 , 即 : 超 导 磁 场 (其 磁场 强度 可 高 达 3 一 9T) ,分 析 池 (analyzer cell) , 超 
高 真空 系统 和 计算 机 数据 处 理 系统 。 


一 、 基 本 原理 


FTMS 的 工作 原理 是 基于 离子 在 均匀 磁场 中 的 回旋 共振 运动 。 当 离子 在 进入 分 析 池 

后 即 被 "陷入 " 池 中 ,由 于 分 析 池 置 于 均匀 的 强 磁 场 中 (也 ) ,此 离子 将 受到 洛 仓 效力 的 作 

用 , 王 =eoB, 式 中 。 为 离子 的 电荷 , " 为 离子 的 速度 ,B 为 磁场 强度 。 由 于 离子 在 磁场 中 

受 力 方向 始终 保持 与 速度 方向 垂直 ,所 以 离子 在 磁场 中 将 作 圆周 运动 ,此 时 离子 受到 的 洛 
.160 ， 





仑 效力 和 离心 力 相 平衡 , 见 图 9.23。 天 =Fz, 即 
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图 9.23 ”离子 在 磁场 中 的 受 力图 图 9.24 不 同 质 荷 比 离子 的 回旋 频率 图 


可 见 离子 的 回旋 频率 与 离子 的 质 荷 比 成 反比 ,而 与 磁场 强度 成 正比 。 图 9.24 显示 了 两 个 
不 同 质量 的 离子 在 磁场 中 回旋 共振 时 的 情况 ,离子 A 由 于 质 荷 比比 了 B 小 ,所 以 其 回旋 的 
频率 比 了 高。 从 (9-4-2) 式 又 可 见 对 于 一 个 给 定 质量 的 离子 , 若 置 于 较 高 的 磁场 强度 
内 ,其 回旋 频率 亦 较 高 。 由 于 在 高 频 信号 测量 中 , 较 高 的 频率 可 得 到 较 好 的 信 噪 比 , 所 以 
采用 高 磁场 能 得 到 较 好 的 测量 结果 。 另 外 ,从 (9- 4- 2) 式 也 可 推论 ,离子 的 回旋 频率 与 
它 的 初始 速度 无 关 ,所 以 离子 的 动能 分 布 不 会 影响 FTMS 的 性 能 ,这 就 是 FTMS 可 以 得 
到 超 高 分 辩 的 基本 原因 之 一 。 分 析 池 是 FTMS 中 的 关键 部 件 ,其 结构 见 图 9.25, 它 是 一 
个 立方 体 , 它 的 六 个 面 构成 了 相互 绝缘 的 三 组 极 板 , 上 下 一 组 称 为 接受 极 (receiver plate) ， 
用 于 接受 离子 产生 的 信号。 左右 一 组 为 传送 极 (transmitter plate) ,用 于 传送 激发 脉冲 信 
号 。 前 后 一 对 为 “ 陷 电 极 ”(trapping plate) , 它 与 磁场 相 垂直 ,为 了 阻止 离子 沿 磁场 方向 从 
池 中 逸 出 ,通常 在 此 组 极 板 加 上 一 个 正 或 负 1--2V 的 电压 , 当 离 子 进 入 分 析 池 后 ,即使 质 
量 相同 的 离子 ,由 于 其 初速 度 不 同 ,在 磁场 中 做 回旋 运动 时 ,其 回旋 频率 相同 而 半径 不 同 。 


全 ) (CD 


图 9.25 分析 池 示 意图 图 9.26 不 同 初速 度 的 离子 的 回旋 状态 图 


图 9.26a 显示 了 这 些 离子 在 不 同 的 半径 上 作 回 旋 运 动 的 情况 ,如 果 此 时 在 传送 极 加 

上 一 个 频率 与 这 些 离子 回旋 频率 相同 的 激发 脉冲 ,这 些 离子 将 与 其 产生 共振 ,离子 在 获得 

了 能 量 后 回旋 半径 逐渐 增 大 ,最 后 趋向 一 致 。 所 以 ,这 些 离子 在 激发 后 回旋 在 相同 的 半径 

轨道 上 并 聚集 在 一 起 。 如 图 9.26b 所 示 ,轨道 半径 由 下 式 表 示 >=ArfxtVB, 式 中 Arf 是 
= 人 下 





激发 脉冲 的 大 小 ,z 为 激发 脉冲 的 时 间 。 从 上 式 可 见 , 轨 道 半 径 与 激发 脉冲 的 大 小 、 时 间 
成 正比 ,与 磁场 强度 成 反比 。FTMS 中 离子 信号 的 接受 是 在 接受 极 板 上 完成 的 ,其 基本 原 
理 见 图 9.27, 当 正 离子 在 池 中 做 回旋 运动 并 接近 接受 极 时 , 它 吸 引 了 与 接受 极 相连 的 外 
电路 中 的 电子 ,感应 出 “ 像 电 流 ”(image current)。 所 以 ,在 离子 的 激发 过 程 中 , 若 在 传送 
极 上 加 上 很 快 的 射频 扫描 (REF chirp) ,其 频率 范围 能 覆盖 和 欲 测定 的 质量 范围 所 相应 的 频 
率 , 池 中 的 所 有 离子 将 同时 被 激发 ,并 在 接受 极 上 获得 与 其 相应 的 像 电流 , 如 图 9.28 所 
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图 9.27 像 电 流产 生 示 意图 图 9.28 FTMS 转换 流程 图 


示 。 这 种 图 谱 称 为 时 域 谱 (time-domain spectrum) ,为 了 从 时 域 谱 中 得 到 每 一 个 质 荷 比 的 
离子 的 频率 成 分 ,通常 用 傅 里 叶 转 换 方法 来 进行 计算 ,经 过 这 种 转换 的 谱 称 为 频 域 谱 (fre- 
quency-domain spectrum)。 若 以 参 比 化 合 物 建 立 了 频率 和 质量 关系 , 频 域 谱 即 可 转化 为 
质谱 。 为 了 实现 连续 测试 , 池 中 剩余 离子 必须 在 每 次 测试 后 从 池内 清除 (qunch) , 它 是 通 
过 分 别 加 在 一 对 陷阱 极 上 的 正 负 电压 来 实现 的 。 使 正 离子 (负离子 ) 与 负极 (正极 ) 相 碰 
撞 , 这 样 剩余 的 离子 即 可 被 消去 。 综 上 所 述 ,FTMS 的 操作 是 通过 四 个 步骤 , 即 清除 、 电 
离 .激发 和 检测 程序 来 完成 的 。 如 图 9.29a 所 示 ,首先 清除 池内 的 剩余 离子 ,接着 用 各 种 
离子 引入 技术 如 四 极 杆 或 静电 透镜 组 将 电离 后 的 离子 引入 分 析 池 中 ,然后 以 频 扫 (REF 
a 清除 电离 激发 ”检测 
反应 时 间 


b 清除 ” 单 离子 提取 碰撞 诱导 激发 检测 


离子 化 过 度 激 发 
图 9.29 FTMS 脉冲 序列 图 





chirp) 脉 冲 激 发 (impulse excitation )、 储 存 波 形 逆向 傅 里 叶 转 换 (storage wave inverse 
Fourier transform) 等 方法 同时 激发 不 同 质 荷 比 的 离子 ,最 后 同时 记录 所 有 不 同 回旋 频率 
的 信号。 


二 、 质 量 分 辩 率 质量 精度 和 质量 范围 


(1) 质 量 分 辩 率 
在 FTMS 中 质量 分 辩 率 可 用 下 式 表示 尺 = 5 打 , 式 中 大 为 回 旋 频 率 ,T 为 采集 信号 


持续 时 间 , 从 上 式 可 见 ,FTMS 的 质量 分 辩 率 是 与 磁场 强度 (也 ) 和 信和 号 持续 时 间 ( 工 ) 成 正 
比 , 而 与 离子 的 /z 成 反比 。 为 了 达到 高 分 辨 ,在 磁场 强度 确定 后 ,分 辩 率 就 取决 于 信 
号 持续 时 间 ( 工 ) 的 长 短 ,虽然 FTMS 的 分 析 池 是 处 于 高 真空 状态 下 ,但 是 离子 和 池 中 的 
中 性 分 子 发 生 碰 撞 仍 旧 是 不 可 避免 的 ,这 种 碰撞 会 减低 离子 的 速度 以 至 于 逐渐 减少 离子 
回旋 的 半径 甚至 使 信号 消失 ,所 以 在 FTMS 仪器 中 ,保持 超 高 真空 是 必需 的 ,通常 其 真空 
度 应 优 于 10 "torr, 这 样 才能 保证 较 长 信号 时 间 ,以 得 到 高 分 辩 数 据 。 同 时 我 们 也 应 看 到 


基于 FTMS 原理 , 它 的 分 辩 率 会 随 着 所 测 的 分 子 质量 的 增 大 而 降低 | = :- 


2T772 
fy] 曾 以 细胞 色素 为 标 样 对 FTMS 性 能 进行 测试 ,其 结果 见 图 9.30, 图 中 显示 , 随 着 质 
量 测量 范围 的 增 大 ,分 辨 率 呈 下 降 趋势 。 尽 管 如 此 ,FTMS 的 分 辩 率 还 比 其 他 类 型 的 质谱 
高 。 
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图 9.30 质量 分 辩 率 与 质量 范围 关系 图 


(2) 质量 准确 度 

FTMS 的 高 分 辨 性 能 为 质量 测定 的 准确 度 提 供 了 前 提 , 但 并 不 意味 着 分 辩 率 越 高 , 质 
量 测量 准确 度 也 越 高 。 在 良好 的 质量 标尺 校正 情况 下 ,即使 测量 离子 的 立 /z >1 000， 
FTMS 的 质量 测量 准确 度 仍 可 达到 1 一 10ppm。 这 对 于 肽 谱 检 索 的 准确 度 是 非常 重要 的 。 
(3) 质量 范围 和 灵敏 度 

对 于 生物 大 分 子 的 分 析 ,质谱 仪 的 质量 测定 范围 亦 是 选用 质谱 仪 的 主要 指标 之 一 ， 
FTMS 理论 可 测 质量 的 上 限 与 磁场 强度 (了 B) 和 陷阱 板 上 的 电位 (V7T) 有 关 , 磁场 强度 越 
高 ,可 测 的 质量 范围 越 大 ,但 是 陷阱 极 上 的 电位 所 形成 的 径 向 电场 会 引起 离子 从 径 向 排出 
池 外 ,故而 陷阱 电位 应 尽 可 能 低 , 如 图 9.31 所 示 , 在 V7 =1V 时 ,磁场 强度 为 7.5T 的 可 
测 极 限 为 280 000(xm/z) ,而 3.0T 只 能 达到 S$0 000(x /xz); 同 样 , 对 某 一 强度 的 磁场 如 

呈 昌 68 。 


7.5T 随 着 V7 的 增加 其 可 测定 质量 范围 星 下 降 
趋势 ,大 体 上 它们 成 线性 关系 ,FTMS 的 灵敏 度 
随 着 磁场 强度 的 增强 而 增高 ,基本 上 也 呈 线 性 
JsT 关系 ,同时 延长 采集 数据 时 间 并 县 加 采样 信和 号 
30T 均 对 提高 灵敏 度 和 信 品 比 有 益 。 
(4) 多 级 质谱 -质谱 功能 
-Pa 实现 质谱 -质谱 是 FTMS 的 重要 功能 之 一 。 
了 / 在 常规 测试 的 脉冲 序 中 ,插入 3 个 脉冲 , 即 单 离 
图 9.31 质量 范围 与 陷阱 电极 上 子 提取 , 过 渡 激 发 ,碰撞 活化 , 即 可 实现 ,如 图 
电位 记 的 关系 9.29b 所 示 。 在 清除 电离 脉冲 后 ,以 一 定形 式 的 
激发 脉冲 , 消去 除 选 择 的 先驱 离子 以 外 的 所 有 
离子 ,然后 以 过 渡 激 发 脉冲 激发 先驱 离子 使 其 回旋 半径 增 大 并 聚集 在 一 起 ,接着 向 池内 注 
人 一 定量 的 气体 ,使 离子 与 气体 分 子 发 生 碰撞 并 发 生 裂解 ,最 后 再 激发 所 有 的 碎片 离子 并 
接受 其 信号 ,反复 整个 上 述 过 程 , 即 可 实现 多 级 MSVMS 功能 ,此 功能 只 有 在 FIMS 和 离 
子 阱 质谱 中 才能 实现 。 另 外 ,由 于 电 喷 筋 电离 形成 的 蛋白 质 多 电荷 离子 因 其 电荷 间 的 相 
互 排斥 作用 ,故而 在 碰撞 诱导 解 离 过 程 中 比 单 电荷 离子 更 容易 发 生 裂解 并 再 生成 不 同 电 
荷 状 态 的 离子 。 这 些 离子 的 准 分 子 离子 与 其 同位 素 峰 在 FTMS 实验 中 由 于 它 的 超 高 分 
辩 能 力 很 容易 得 到 分 离 ,我 们 只 需 观察 在 一 个 质量 单位 内 所 能 包含 的 峰 数 即 为 离子 所 带 
的 电荷 数 。 图 9.32 所 示 为 某 一 带 有 14 个 电荷 的 肽 段 的 质谱 图 。 可 见 峰 间 质 量 差 仅 为 
0.07。 由 于 FTMS 的 超 高 分 辨 性 能 和 多 极 MSVMS 功能 ,并 实现 了 与 MALDI 电离 源 和 
ESI 电 离 源 相连 接 , 所 以 它 在 蛋白 质 结构 分 析 中 逐渐 地 被 三 泛 应 用 ,惟一 的 缺点 就 是 价格 
昂贵 。 
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第 十 章 毛细 管 电 冰 -质谱 联 用 
ayoe 


20 世纪 90 年 代 以 来 , 随 着 基因 组 计划 的 实施 和 快速 发 展 ,迄今 为 止 已 有 流感 嗜 血 杆 
菌 .大肠 杆菌 酿酒 酵母 等 几 十 种 微生物 的 全 序列 被 测定 ;对 cDNA 和 表达 序列 标记 的 大 
规模 测序 也 取得 显著 进展 ,这 将 为 生物 学 家 们 提供 前 所 未 有 和 极其 丰富 的 遗传 信息 。 但 
同时 人 们 也 越 来 越 清 楚 地 认识 到 ,要 单单 从 基因 的 序列 推断 出 基因 产物 的 行为 和 功能 是 
十 分 困难 甚至 是 不 可 能 的 。 因 为 即使 基因 被 转录 , 它 的 表达 还 可 能 在 翻译 水 平 上 受到 调 
探 ,并且 其 蛋白 质 表 达 产 物 还 将 通过 翻译 后 修饰 改变 半衰期 和 装配 到 蛋白 质 复合 物 中 等 
方式 进一步 受到 调控 册 。 为 了 对 生物 系统 的 功能 和 调控 有 深入 的 了 解 , 对 组 成 和 调控 这 
样 一 个 系统 的 蛋白 质 的 分 析 就 显得 十 分 重要 。 但 是 ,现在 还 没有 一 种 常规 的 方法 可 以 把 
代表 某 一 过 程 中 特殊 状态 形式 的 蛋白 质 或 代表 某 一 特定 蛋白 质 修饰 形式 的 和 蛋白质 进 行 扩 
增 。 与 DNA 可 以 通过 PCR 方法 方便 地 进行 扩 增 所 不 同 的 是 ,在 对 蛋白 质 进 行 分 析 之 前 
必须 把 它们 从 其 生物 来 源 中 分 离 出 来 。 由 于 许多 蛋白 质 (尤其 是 特殊 的 调控 蛋白 ) 常 常 是 
丰 度 极 低 的 ,所 以 蛋白 质 分 析 技 术 的 高 度 灵 敏 性 就 极为 重要 。 

在 常用 的 蛋白 质 和 多 肽 分 离 技术 中 , 毛细 管 电泳 (capillary electrophoresis，CE) 具 有 
最 高 的 灵敏 度 。 经 过 适当 标记 的 蛋白 质 甚至 可 以 通过 激光 诱导 荧光 检测 方法 在 单 分 子 水 
平 上 得 到 检测 品 。 有 两 个 因素 对 CE 的 广泛 应 用 形成 了 限制 :CE 通常 所 用 的 检测 器 都 只 
是 检测 到 被 分 析 物 的 存在 ,而 不 能 区 分 所 分 离 物 质 各 自 的 性 质 ;CE 只 能 容许 几 十 纳 升 
(nanoliter, nL，10 ”5L, ) 的 进 样 体积 ,所 以 其 浓度 检测 极限 与 层 析 方 法 相 比 并 没有 显著 的 
优越 性 。 但 是 ,后 来 发 展 的 在 线 预 浓缩 方法 能 够 显著 提高 浓度 检测 极限 ,而 且 质 谱 (mass 
spectrometry，MS) 及 串联 质谱 (tandem mass spectrometry，MSVZMS) 的 引入 使 得 在 低 fmol 
(femtomole，10 25mol) 甚 至 amol(attomole，10 -18mol) 水 平 上 对 经 CE 分 离 的 多 肽 进行 鉴 
定 成 为 可 能 , 4] 。 正 是 由 于 毛细 管 电泳 -质谱 联 用 (CE/XMS) 技 术 的 这 些 显 著 优点 ,使 得 
它 越 来 越 受 到 生物 学 家 的 关注 ,并 被 广泛 地 用 于 蛋白 质 和 和 蛋白质 组 fa 的 研究 之 中 。 
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在 20 世纪 80 年 代 早 期 ,Jorgenson 和 Lukacs 指出 ,CE 可 以 产生 快速 和 高 分 辨 率 的 分 
离 ,带电 物质 根据 它们 电泳 迁移 率 的 不 同 而 得 到 分 离 65]。CE 的 样品 操作 和 进 样 自动 化 
更 加 容易 ;可 以 直接 采用 紫外 吸收 及 荧光 发 射 检测 器 进行 在 线 检 测 ; 进 样 量 和 消耗 溶剂 
少 。 另 外 ,对 比 液 相 层 析 而 言 , 由 于 不 存在 纵向 分 子 扩散 和 质量 转移 ,CE 的 峰 型 比较 尖 
锐 ,而 且 质 量 灵 人 敏 度 也 常常 要 高 得 多 。 正 是 由 于 CE 的 这 些 引 人 注 目的 优点 , 自 80 年 代 
后 期 第 一 台 商品 化 CE 仪器 出 现 以 来 ,CE 在 技术 上 和 应 用 上 得 到 了 ”爆炸 ? 式 的 发 展 。CE 
在 进 样 方法 、 检 测 器 灵敏 度 ,毛细管 表面 衍生 ` 涂 层 技术 和 引入 新 的 电泳 缓冲 液 系 统 等 方 
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面 的 发 展 进一步 推动 了 CE 在 多 个 学 科 领 域 的 应 用 。CE 能 处 理 和 分 析 极 小 体积 样品 的 


能 力 为 使 用 CE 来 挑战 极端 的 分 析 任务 (如 对 单个 细胞 的 分 析 ) 提 供 了 基础 。 另 外 ,CE 具 


有 多 种 电泳 形式 ,如 区 带电 泳 (capillary zone electrophoresis，CZE) 等 电 聚 焦 (capillary iso- 
electric focusing，CIEF) 等 速 电 泳 (capillary isotachophoresis，CITP) 电动 层 析 (capillary 
electrokinetic chromatography，CEC)、 胶 束 电 动 层 析 (micellar capillary electrokinetic chro- 
。 matography， MEKC) 和 族 胶 电泳 (capillary polyacrylamide gel electrophoresis，CGE ) 等 ,还 
具有 多 种 控制 进 样 条 件 和 分 离 特异 性 的 方法 。 因 此 ,使 用 CE 来 进行 样品 分 析 灵 活性 极 
大 , 它 被 广泛 地 用 于 复杂 混合 物 的 分 析 , 如 蛋白 质 酶 解 产 物 药物 的 底 物 和 代谢 物 \DNA 
加 合 物 , 以 及 生物 工程 产品 等 。 不 少 文章 对 CE 的 最 新 研究 和 应 用 情况 作 了 综述 [6, 7 。 

尽管 CE 的 多 功能 性 高 分 辩 率 和 高 速度 使 它 在 多 个 领域 得 到 了 广泛 的 应 用 ,当时 其 
检测 方法 的 局 限 性 限制 了 它 在 这 些 领域 研究 中 的 进一步 深 人 。 最 近 10 年 来 , 随 着 质谱 技 
术 的 飞速 发 展 , 电 喷 雾 离子 化 (electrospray ionization，ESI) 质 谱 !81 和 基质 辅助 激光 解吸 离 
子 化 (matrix-assisted laser desorption ionization，MALDI) 质 谱 9] 已 经 成 为 生物 大 分 子 研究 
中 必 不 可 少 的 支撑 技术 。 把 MS 作为 CE 的 检测 器 受到 越 来 越 多 的 关注 。MS 可 能 是 CE 
最 强 有 力 的 检测 器 。 因 为 MS 可 以 提供 多 达 几 千 个 的 离散 性 和 选择 性 的 “检测 器 -等价物 
(每 一 个 质 荷 比值 都 可 以 看 作 是 一 个 单独 的 检测 器 ) ,它们 并 行 地 工作 并 能 提供 完整 的 “分 
子 离子 "的 分 子 质量 信息 和 母 离子 在 质谱 仪 中 解 离 而 产生 的 结构 相关 信息 。 从 某 个 角度 
来 看 ,CE 和 MES 的 联 用 简直 可 以 说 是 理想 化 的 一 一 CE 的 分 离 基于 溶液 中 离子 的 不 同 迁 
移 率 ,而 MS 则 根据 离子 在 气相 中 的 质 荷 比 (mass-to-charge ratio，2Xz ) 来 分 析 离 子 一 一 
这 两 种 高 度 正 交 化 的 分 析 方 法 分 别 利 用 了 在 两 种 截然 不 同 的 环境 中 的 离子 迁移 运动 。 
CE 分 离 中 常常 遇 到 的 迁移 时 间 变 化 等 问题 可 由 MS 检测 的 选择 性 和 特异 性 得 到 补偿 。 
把 分 离 技术 与 质谱 联 用 还 可 以 显著 提高 检测 极限 并 且 简化 对 分 析 结 果 的 解析 过 程 。 

Jorgenson 等 人 的 早期 工作 已 经 清楚 地 揭示 出 CE 的 洪 力 ,但 是 要 把 CE 与 MS 联接 
起 来 还 需要 解决 几 个 概念 上 和 实践 上 的 问题 。 首 先 ,CEVMS 必须 同时 建立 起 CE 的 电场 
梯度 和 ESI 的 高 压 。 其 次 ,CEZMES 的 接口 必须 与 CE 的 低 流 速 ( 通 常 和 受 lzxlmin) 相 容 。 
第 三 ,要 避免 任何 可 能 由 毛细 管 两 端 压力 差 造成 层 流 而 引起 的 峰 型 变 宽 ,或 者 与 检测 密切 
相关 的 死 体积 。 另 外 ,CEZMS 要 有 实际 应 用 价值 ,其 检测 灵敏 度 还 必须 在 亚 pmol(pico- 
mole, 10 -22mol) 水 平 之 上 。80 年 代 早 期 就 有 了 为 LCVMMS 设计 的 热 喷 雾 (thermospray) 接 
口 ,但 这 种 接口 并 不 适合 用 于 CEVXMS, 因 为 它 的 流速 要 求 在 100wlMmin 以 上 ,而且 也 不 够 
灵敏 。1984 年 ,Fenn 等 人 首次 将 ESI 离子 源 与 MS 连接 5] ,其 中 液体 从 毛细 管 的 一 端 以 
1 一 10wlMmin 之 间 的 速度 流出 并 在 高 压 电场 中 被 雾 化 而 进入 MS。 这 个 结果 使 Smith 等 
人 深 受 鼓舞 并 致力 于 发 展 基于 ESI 的 CE/MS 在 线 联 用 技术 。1987 年 ,Smith 等 QU 人 发 
表 了 有 关 CEVZMS 联 用 的 第 一 篇 论文 ,对 CEZXMS 的 研究 情况 作 了 综述 并 客观 地 评估 其 潜 
力 和 限制 因素 。 此 外 ,Moseley 等 52] 人 还 发 展 了 基于 连续 流 快 原子 又 击 (continuous-flow 
fast atom bombardment，CF-FAB) 离 子 化 方法 的 CEMMS 接口 。 近 年 来 ,将 CE 与 MS 联 
用 的 技术 已 经 达到 了 一 个 相当 成 熟 的 程度 ,这 当然 是 与 各 种 CE/XMS 接口 的 不 断 完善 密 
不 可 分 的 。 

CE 已 经 与 多 种 不 同类 型 的 质谱 质量 分 析 器 联 用 , 其 中 包括 三 级 四 极 杆 (triple 
quadrupole,， TQ) 质谱 、 傅 里 叶 转 换 离 子 回 旋 共 振 (Fourier transform ion cyclotron reso- 
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nance，FTICR) 质 谱 、 离 子 阱 (ion trap，IT) 质 谱 和 飞行 时 间 (time-of-fight，TOF ) 质 谱 。 
尽管 在 将 CE 与 CF-FAB 和 MALDI 联 用 方面 作 了 不 少 努 力 ,ESI 还 是 人 们 在 将 CE 与 
MS 联 用 时 的 首选 方法 。 这 主要 是 因为 ESI 将 分 子 从 液 相 直接 转移 到 气相 之 中 ,CE 与 它 
的 整合 比较 容易 实现 。 而 且 ,ESI 条 件 下 ,大 分 子 物 质 是 带 多 电荷 的 ,这 使 得 分 子 质 量 较 
高 的 物质 可 在 大 多 数 质谱 仪 有 限 的 质量 范围 内 被 检测 到 。 

对 MS 仪器 的 改进 使 它 的 灵敏 度 .速度 ,以 及 由 这 种 强 有 力 的 检测 器 获得 的 分 子 结构 
信息 的 细节 进一步 得 到 提高 。MSVMS 和 多 级 质谱 (MS") 方 面 的 研究 进展 更 为 我 们 展示 
了 能 提供 更 高 选择 性 和 结构 信息 的 未 来 质谱 仪器 的 美好 前 景 。 尽 管 MS 仍 是 CE 最 复杂 
和 最 昂贵 的 检测 器 之 一 ,但 其 费用 正在 降低 “用户 亲 切 性 "正在 增加 ,而 且 从 这 种 联 用 中 
可 以 得 到 的 不 断 增 加 的 丰富 信息 还 将 持续 地 减轻 我 们 对 这 些 " 缺 点 "的 顾虑 。 典 型 的 
CEZXMS 系 统 示意 图 可 用 图 10.1 来 表示 。 对 CE/MS 的 发 展 和 应 用 已 有 不 少 综述 03-1]。 
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图 10.1 CEZMS 仪器 设置 示意 图 


二 、CE/MS 联 用 的 接口 


从 MS 的 角度 来 看 ,CE 和 MS 的 联 用 要 依赖 于 接口 才能 在 不 牺牲 毛细 管 电泳 分 辩 率 
的 前 提 下 在 线 地 把 分 析 物 从 电泳 毛细 管 中 的 液 相 中 高 效 地 转移 到 气相 中 进行 MS 分 析 。 
CE 本身 非 常 适 合 于 分 离 容 易 在 溶液 中 形成 离子 的 极 性 化 合 物 ,但 是 这 些 类 型 的 化 合 物 对 
常规 的 离子 化 方法 ,如 电子 和 化 学 离子 化 , 却 是 一 个 挑战 ,而 且 不 挥发 性 或 热 不 稳定 性 化 
合 物 在 此 条 件 下 容易 产生 热 分 解 。 直 到 ESI.MALDI 和 FAB 等 “ 软 电离 "方法 发 展 起 来 
后 ,这 种 矛盾 才 得 以 解决 。CF-FAB 和 ESI 以 及 气动 辅助 ESI 等 离子 化 方法 都 已 成 功 地 
与 CE 进行 了 联 用 ;而 等 离子 解吸 (plasma desorption，PD) 和 MALDI 等 解吸 附 离子 化 方 
法 与 CE 的 联 用 基本 上 还 处 于 非 在 线 阶段 。 由 于 前 述 ESI 方法 的 诸多 优点 ,CE 与 MS 的 
联 用 多 采用 ESI 方法 来 离子 化 。 

最 佳 的 CE/MS 接口 应 该 能 提供 最 高 的 离子 转移 效率 ,最 好 的 电导 通 性 和 喷雾 稳定 
性 ,同时 只 引入 最 少 的 物理 和 化 学 问题 。 现 在 用 来 进行 CE/ESILMS 联 用 的 接口 有 三 种 : 
同 轴 鞘 流 液 (coaxial sheath-flow ) 接口 、 液 - 液 连 接 (liquid-junction ) 接口 和 无 藉 流 液 
(sheathless) 接 口 (图 10.2)。 
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图 10.2 CE/XMS 接口 示意 图 
a. 鞘 流 液 接口 ;b. 液 - 液 连接 接口 ;ic. 无 鞘 流 液 接口 


(一 ) 茶 流 液 接口 

东 流 液 接口 (图 10.2a) 首 先 由 Smith 等 08] 人 提出 , 它 是 一 种 最 常用 的 CEZXMS 接口 ， 
因为 它 可 以 很 容易 且 重 复 地 建立 起 来 。 这 种 接口 使 用 了 一 种 同 轴 的 层 层 包 右 结构 ,分离 
毛细 管 的 出 口 端 既是 CE 的 出 口 端 也 是 ESI 的 发 射 口 ,其 外 部 有 鞘 流 液 流通 ,以 建立 起 
CE 分 离 和 ESI 发 生 所 必需 的 电 连 接 。 分 离 毛 细 管 出 口 端 突出 在 鞘 流 液 针管 尖端 之 外 约 
lmm,CE 的 流出 物质 与 鞘 流 液 在 这 里 混合 并 被 喷雾 。 鞘 流 液 通常 是 一 定 比 例 挥发 性 酸 
与 挥发 性 醇 的 水 溶液 ( 鞘 流 液 可 以 综合 考虑 表面 张力 .pH 值 及 添加 剂 等 因素 以 优化 ESI 
条 件 ) , 它 可 以 稀释 CE 的 电泳 缓冲 液 , 也 就 减轻 了 可 能 存在 的 电泳 缓冲 液 与 ESI 不 相 容 
的 程度 ,但 是 在 使 用 前 必须 将 鞘 流 液 脱 气 以 防止 ESI 时 气泡 的 产生 。 当 液体 的 流速 较 大 
时 ,还 可 以 在 鞘 流 液 的 外 部 再 使 用 鞘 气 来 辅助 喷雾 。 这 种 接口 由 于 鞘 流 液 的 引入 可 以 增 
加 在 选择 CE 缓冲 液 方面 的 灵活 性 。 在 分 离 毛 细 管 内 壁 用 中 性 化 合 物 涂 层 后 电 渗流 几乎 
为 零 的 情况 下 ,党 名 要 使 用 这 种 类 型 的 接口 。 

鞘 流 液 中 不 可 避免 地 含有 离子 化 或 中 性 的 物质 ,它们 在 ESI 的 过 程 中 会 竞争 本 来 就 
有 限 的 电荷 ,从 而 降低 了 分 析 物 的 离子 化 效率 。 使 用 鞘 流 液 还 引入 了 另 一 些 化 学 背景 , 它 
们 可 能 会 对 分 析 物 的 检测 造成 干扰 而 且 增 加 检测 极限 ,还 可 能 改变 分 析 物 的 带电 荷 分 布 
形态 。 同 样 值得 一 提 的 是 ,由 于 毛细 管 中 电 场 梯度 的 存在 , 鞘 流 液 和 电泳 缓冲 液 中 的 阴 离 
子 都 朝阳 极 移动 。 当 这 两 种 溶液 中 的 阴离子 不 同时 ,就 会 在 CE 毛细 管 的 内 部 形成 一 个 
移动 的 离子 边界 。 由 于 这 个 移动 边界 内 部 的 pH 可 能 会 不 同 , 当 分 析 物 进入 到 这 个 边界 
时 , 电 渗流 的 速度 、 分 析 物 的 有 效 电 荷 以 及 它们 的 迁移 率 都 会 发 生 改变 。 这 种 现象 的 发 生 
将 不 仅 影 响 分 析 物 的 迁移 时 间 和 迁移 顺序 ,而 且 会 引起 分 离 效率 的 损失 。 将 CE 的 人 日 
端 抬 高 以 提供 除 电泳 流动 以 外 的 流体 力学 流动 ,可 以 将 这 种 分 离 效率 的 损失 保持 在 最 小 
的 水 平 。 


《一 ) 液 - 液 连 授 接 口 


液 - 液 连接 接口 (图 10.2b) 首 先 由 Lee 等 [59 人 发 展 起 来 。 这 种 类 型 的 接口 使 用 了 一 
”全 





个 工 型 结构 ,CE 分 离 毛 细 管 和 ESI 发 射 毛 细 管 之 间 的 电 连 接 通过 由 另 一 入口 引入 的 组 
冲 液 ( 也 称 构成 液 ,make-up liquid) 来 建立 。CE 毛细 管 和 ESI 发 射 毛 细 管 之 间 的 缝隙 只 
有 10 一 20xm。 构 成 液 的 传送 速度 可 以 通过 可 控 流 速 的 方式 来 控制 ;, 液 - 液 连接 处 还 可 以 
方便 地 进行 精确 定位 。 

Severs 等 C20] 人 利用 透析 膜 建 立 电 连 接 还 发 展 了 一 种 透析 液 - 液 连接 (dialysis junc- 
tion) 接 口 。Yang 等 :2 人 通过 这 种 接口 进行 了 CIEFMESLMS 实验 。 与 常规 的 萌 流 液 接 
日 相 比 ,这 种 接口 的 灵敏 度 要 高 一 个 数量 级 ,而且 离子 强度 和 信 噪 比 也 高 许多 。 这 种 接口 
设计 可 以 获得 很 高 的 分 辩 率 ,而 且 接口 处 的 透析 液 - 液 连接 所 提供 的 柱 后 酸化 过 程 可 产生 
更 加 有 效 的 变性 作用 而 使 蛋白 质 带 上 更 多 的 电荷 ,从 而 提高 其 离子 化 效率 。 

由 于 液 - 液 连接 接口 中 CE 毛细 管 与 ESI 发 射 毛细 管 是 断 开 的 ,所 以 ESI 发 射 毛细 管 
可 以 很 容易 地 被 更 换 , 与 之 相关 的 问题 也 就 与 CE 分 离 毛 细 管 隅 离开 来 ,从 而 延长 了 其 使 
用 寿命 。 另 外 ,这 种 接口 可 以 适应 多 种 不 同 的 流速 条 件 ,而 且 在 柱 后 引入 缓冲 液 使 得 在 选 
择 缓冲 液 的 适当 pH 值 、 组 成 和 流速 以 优化 ESI 效果 方面 具有 很 大 的 自由 度 。 但 是 ,CE 
分 离 毛 细 管 和 ESI 发 射 毛 细 管 之 间 的 不 良 安装 将 直接 导致 峰 型 变 宽 和 分 离 效 率 的 损失 。 
液 - 液 连接 处 的 溶液 混合 或 流速 过 低 可 能 造成 的 峰 型 变 宽 和 背景 噪声 也 是 这 种 接口 的 缺 
点 所 在 。 

(三 ) 无 贡 沈 液 援 口 

鞘 流 液 接口 和 液 - 液 连接 接口 的 一 个 共同 缺点 是 :它们 的 工作 都 依赖 于 含有 带电 谷 物 
质 的 额外 液 流 的 存在 ,从 而 不 可 避免 地 在 不 同 程度 上 对 检测 灵敏 度 造成 影响 。 这 促使 人 
们 致力 于 发 展 一 种 更 加 灵活 、 可 靠 而 且 不 再 需要 额外 液 流 的 CE/MS 接口 。 

无 畏 流 液 接口 (图 10.2c) 由 Olivares 等 !0 人 首先 提出 。 早 期 的 无 鞘 流 液 接口 在 电泳 
毛细 管 的 外 部 套 有 一 根 不 锈 钢 针管 ,在 毛细 管 的 未 端 和 不 锈 钢 针管 上 都 有 一 层 银 的 沉积 
层 。 因 为 获得 稳定 的 电 喷雾 所 需 的 起 始 电压 随 着 喷雾 尖端 外 径 的 减 小 而 降低 ,所 以 使 用 
较 小 内 径 的 毛细 管 可 以 在 产生 电 晤 放电 现象 之 前 使 水 溶液 喷雾 。 这 种 概念 被 Gale 和 
Smith 用 来 改造 早期 的 接口 。 他 们 不 再 使 用 不 锈 钢 针 , 而 是 使 用 末端 被 氢 氟 酸 蚀 刻 并 打 
磨 成 尖端 的 小 内 径 (5 一 10pm) 熔 融 石 英 毛 细 管 ,毛细 管 尖 端的 外 部 用 金 涂 层 以 建立 电 连 
接 , 并 用 SF 作为 盖 流 气 以 抑制 喷雾 尖端 处 电 晕 放 电 现 象 的 产生 。 

ESI 发 射 口 尖端 的 涂 层 技术 决定 了 其 性 能 和 使 用 寿命 。Kelly 等 !2] 人 的 方法 最 为 成 
功 ,他 们 将 毛细 管 尖 端 先进 行 金 的 路 溅 ,然后 再 通过 电镀 来 加 强 金 的 涂 层 。Chang 等 !23] 
大 报道 了 一 种 简单 的 方法 来 制备 碳 涂 层 的 毛细 管 尖 端 用 于 无 鞘 流 液 接口 。 制 备 而 成 的 毛 
细 管 尖端 可 以 在 比较 极端 的 酸 碱 条 件 下 使 用 ,而 且 性 能 与 金 涂 层 的 毛细 管 尖 端 相 当 。 

无 鞘 流 液 接口 可 以 说 是 把 CE 与 纳 升 电 喷 雾 (nanospray，nESI) 或 微 升 电 喷 雾 (mi- 
crospray,AESI) 质 谱 联 用 的 最 简单 的 一 种 接口 ,而 且 它 与 这 些微 量 喷雾 技术 较 低 的 流速 非 
常 相 容 。 这 种 接口 喷雾 电压 更 低 ,喷雾 口 与 MS 人 口 之 间距 离 更 短 ,这 些 特点 使 得 它 的 质 
量 转 移 (mass transfer) 效 率 和 液体 微 珠 的 去 溶剂 化 效率 大 为 提高 。 因 此 ,使 用 这 种 接口 可 
以 获得 很 高 的 离子 化 效率 和 较 低 的 质量 检测 极限 , 它 是 最 灵敏 的 一 种 CE/ESIMS 接口 。 
习 外 ,与 靖 流 液 接口 相 比 ,没有 额外 的 化 学 物质 被 引入 。 

使 用 这 种 接口 时 ,毛细管 尖端 的 内 径 大 小 应 该 仔细 考虑 ,以 保持 合理 的 离子 迁移 时 间 
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和 ESI 的 稳定 性 。 例 如 ,若是 毛细 管 尖 端的 内 径 太 小 ,将 使 得 分 析 时 间 大 大 加 长 而 且 容 
易 造 成 堵塞 ; 毛细 管 尖 端的 内 径 太 大 ,虽然 可 以 产生 更 大 的 电 渗流 , 却 会 牺牲 ESI 的 稳定 
性 。 另 外 ,由 于 毛细 管 经 过 了 好 几 步 的 处 理 步 又 ,如 牵 拉 出 尖端 \ 在 毛细 管 尖 端 上 进行 金 
涂 层 、 在 毛细 管内 壁 上 进行 化 学 涂 层 等 , 它 的 使 用 寿命 是 有 限 的 。 假 如 这 些 处 理 步骤 的 其 
中 一 步 没有 处 理 得 当 ( 如 堵塞 了 毛细 管 尖 端 ) , 那 就 不 得 不 抛弃 整 根 毛细 管 。 对 此 ,有 人 提 
出 了 另 一 种 设计 :将 CE 和 ESI 的 电路 整合 到 一 个 环 路 中 ,这 样 就 可 以 直接 在 CE 的 毛细 
管 人 口 端 加 上 高 压 , 而 无 需 再 在 毛细 管 出 口 端 进行 金 涂 层 了 。 值 得 注意 的 是 ,无 鞘 流 液 接 
口 要 求 分 离 毛细 管内 部 的 液体 流动 比较 稳定 ,这 样 也 就 把 使 用 中 性 涂 层 毛 细 管 (其 中 几乎 
没有 电 渗 流 , 用 以 减 小 毛细 管内 壁 对 分 析 物 的 吸附 作用 ) 的 可 能 性 排除 在 外 ,从 而 限制 了 
它 在 某 些 方面 的 应 用 。 


三 、 其 他 联 用 万 趟 


人 们 在 将 各 种 CE 技术 与 不 同 的 MS 技术 进行 联 用 方面 作 了 许多 努力 ,可 以 说 各 种 
可 能 的 联 用 方式 都 已 经 有 了 相关 的 报道 。CZE CITP CIEF、CEC\CGE 等 CE 技术 常常 
与 ESI 和 MALDI 类 型 的 MS 技术 联 用 。 以 下 对 CE 与 MALDI 的 联 用 和 模仿 CE 原理 的 
微型 预制 设备 (microfabricated device，MEFD) 与 MS 的 联 用 情况 作 一 介绍 。 


(一 ) CE 与 MALDLTOF-MS 的 联 用 


MALDLTOF-MS 在 生物 大 分 子 的 分 析 中 应 用 极为 广泛 ,尤其 适合 于 分 析 分 子 质 量 
较 大 的 分 子 和 杂质 较 多 的 样品 ,其 特点 是 一 般 只 产生 带 单 电荷 或 双 电 荷 的 离子 ,图 谱 的 解 
析 比 较 方 便 直 观 。 由 于 MALDI 是 将 离子 从 固 相 中 转移 到 气相 的 一 个 过 程 ,而 CE 则 是 一 
个 液 相 分 离 过 程 ,这 个 矛盾 使 得 CE 与 MALDLTOF-MS 的 联 用 基本 上 还 处 于 非 在 线 状 
态 。 通 常 ,通过 CE 分 离 后 的 物质 在 它们 流出 毛细 管 时 被 收集 在 装 有 溶剂 的 小 型 收集 管 
中 。 然 后 ,再 将 这 些 收 集 的 级 分 (fraction ) 与 基质 混合 并 点 样 在 探测 器 (probe) 上 ,用 
MALDILTOF-MS 检测 。 为 了 简化 样品 的 处 理 过 程 ,也 可 通过 吸附 作用 直接 将 样品 沉积 
到 膜 上 或 探测 器 上 。 此 时 ,这 些 支 撑 物 ( 膜 或 探测 器 ) 都 预先 用 基质 处 理 过 ,样品 在 CE 分 
离 完成 后 无 需 进 一 步 处 理 而 直接 引入 MALDI-TOF-MS 进行 检测 。 

Foret 等 [44 人 设计 了 一 种 巧妙 的 自动 化 CE 级 分 收集 接口 ,可 以 在 不 中 断 CIEF 的 情 
况 下 将 样品 收集 在 一 根 根 短 的 毛细 管 中 , 然 后 将 毛细 管 中 的 级 分 与 基质 混合 后 点 样 到 探 
测 器 上 进行 MALDI-TOF-MS 分 析 。 这 种 接口 在 CE 毛细 管 出 口 处 利用 鞘 流 液 将 样品 条 
带 转 移 到 收集 毛细 管 中 。 鞘 流 液 可 以 在 用 压力 移动 条 带 的 同时 维持 电场 的 存在 ,从 而 吉 
免 了 条 带 的 扩散 。 在 非常 接近 接口 的 地 方 还 有 一 个 UV 检测 器 可 以 监测 样品 条 带 的 流出 
情况 。 

CE 缓冲 液 中 的 电解 质 与 MALDI 的 相 容 性 需要 引起 特别 的 重视 。 许 多 CE 中 常用 的 
电解 质 (特别 是 磷酸 钠 盐 ) 会 抑制 MALDI 信号 。Walker 等 :5 人 发 现 ,在 将 CE 级 分 直接 
点 样 到 探测 器 上 时 ,含有 高 浓度 酸 的 基质 更 能 耐 受 常常 那些 导致 信号 抑制 的 电解 质 。 对 
经 CE 分 离 的 多 肽 进行 MALDILTOF-MES 非 在 线 检测 所 达到 的 最 高 灵敏 度 是 Zhang 等 [26] 
人 通过 膜 上 沉积 技术 获得 的 。 用 这 种 方法 可 以 检测 到 amol 水 平 的 神经 加 压 素 。 起 始 量 
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只 有 3 fmol 的 脱 辅 基 肌 红 和 蛋白 的 胰 蛋 白 酶 酶 解 产 物 也 通过 这 种 方法 得 到 鉴定 。 其 中 CE 
分 离 中 所 用 的 样品 浓度 在 pmol/ 岂 水 平 。 

这 种 联 用 技术 具有 接近 分 析 和 鉴定 低 丰 度 蛋 白质 所 必需 的 灵敏 度 。 但 是 ,其 pmol/Jl 
水 平 的 浓度 检测 极限 使 得 其 应 用 还 仅 限于 分 析 丰 度 较 高 的 蛋白 质 。 所 以 ,CE 的 在 线 预 浓 
缩 技术 与 CE/MALDITOF-MS 联 用 技术 的 结合 将 进一步 拓宽 这 种 联 用 技术 的 应 用 范 
围 。 


(一 ) MFD 与 MS 的 联 用 


高 灵敏 度 鉴定 蛋白 质 工 作 中 的 一 个 主要 挑战 就 是 发 展 能 够 相当 或 超过 最 灵敏 分 析 仪 
器 灵敏 度 的 样品 处 理 程序 。 因 为 现在 这 种 工作 中 最 常见 的 一 类 问题 就 是 :由 于 吸附 到 塑 
料 管 内 壁 或 其 他 表面 而 造成 的 样品 损失 ; 由 于 多 步 的 样品 处 理 步骤 所 造成 的 样品 损失 ; 微 
量 的 样品 中 污染 有 实验 室 常 见 的 蛋白 质 或 化 合 物 ( 如 人 的 角 和 蛋白 ) ,等 等 。 有 人 提出 ,建造 
微型 预制 整合 型 的 分 析 模 块 可 能 是 解决 这 类 问题 的 一 种 有 效 方式 。 而 且 , 把 这 种 微型 预 
制 设备 与 质谱 仪 实现 在 线 联 用 是 一 种 极 具 吸 引力 的 设置 方式 ,因为 MFD 对 分 析 步 又 的 
自动 化 十 分 关键 而 且 可 以 节约 费用 。MEFD 的 研究 虽然 起 步 较 晚 (1997 年 ) ,但 发 展 十 分 
迅速 ,迄今 已 有 许多 关于 多 种 MFD 的 研究 进展 及 其 应 用 的 报道 [2 -301]。 这 些 MFD 的 共 
同 点 是 : 贮 液 池 和 管道 都 蚀刻 在 一 块 玻璃 板 上 , 另 一 块 玻璃 盖 板 黏 接 在 设备 的 顶端 , 盖 板 
上 有 与 每 一 个 贮 液 池 相 应 的 小 孔 。 不 同 MFD 的 差异 点 在 于 :它们 与 ESLMS 的 连接 方 
式 、 实 验 的 目的 以 及 溶剂 加 入 到 这 些 设 备 中 和 从 这 些 设备 中 移 走 溶剂 的 方式 。 最 近 , Wen 
等 [28] 人 建立 了 一 种 微型 CIEF 设备 可 与 ESLMS 直接 联 用 分 析 复 杂 和 蛋白 质 混合 物 。Xi- 
ang 等 9] 人 发 展 的 MEFD 还 可 以 通过 其 双 透 析 功 能 净化 样品 。Li 等 B0] 人 将 他 们 的 “CE 
芯片 "与 nESI-MS 联 用 。 由 于 使 用 了 管道 的 表面 涂 层 技术 、 低 死 体 积 的 连接 方法 和 金 涂 
层 的 nESI 尖端 ,这 种 系统 在 以 选择 性 离子 监测 (selected ion monitoring，SIM) 模 式 检测 时 
可 以 获得 高 达 3.2nmolLL 的 浓度 检测 极限 。 与 原来 的 nESLMS 不 能 进行 任何 预 分 离 相 
比 , 它 可 以 使 得 多 组 分 样品 在 进行 nESI 的 同时 预先 得 到 部 分 的 分 离 。 这 种 系统 的 另 一 
个 特点 是 它 的 样品 分 离 所 需要 的 时 间 极 短 ,一 般 小 于 1.Smin, 单 个 峰 宽 只 有 2s 左右 , 需 
要 与 速度 较 快 的 TOF-MS 联 用 。 

尽管 将 MEFD 用 做 ESLMS 的 前 端 设 备 的 研究 还 处 于 起 步 阶段 ,但 是 ,将 几 步 按 顺 序 
进行 的 操作 整合 到 微型 设备 中 ,以 及 实现 无 需 人 的 干预 而 自动 进行 多 步骤 分 析 的 可 能 性 
很 明显 是 非常 诱 人 的 。 这 种 技术 必 将 在 未 来 的 蛋白 质 生 化 分 析 中 扮演 越 来 越 重 要 的 角 
色 。 


四 、CE/ZMS 的 限制 性 因素 及 其 改进 方法 
(一 ) 限制 因素 


CE 的 一 个 主要 限制 性 因素 是 :在 不 降低 分 离 效率 的 前 提 下 它 所 能 分 析 的 样品 体积 极 
为 有 限 。 所 以 ,CE 的 浓度 检测 极限 常常 要 比 层 析 方 法 高 几 个 数量 级 。 要 想 使 CE/MS 成 
为 微量 生物 分 析 的 主流 技术 ,就 必须 使 它 能 够 与 分 析 物 的 生物 来 源 有 效 而 相 容 性 地 结合 
起 来 。 现 在 生物 学 中 绝 大 多 数 的 样品 制备 技术 都 是 通过 手工 操作 的 ,而 且 很 难产 生体 积 
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在 微 升 以 下 的 样品 。 所 以 ,通常 微量 的 样品 仅 以 较 低 的 浓度 存在 于 较 大 的 体积 中 。 能 够 
在 不 影响 分 离 的 条 件 下 被 CE 分 析 的 样品 通常 在 样品 总 量 的 1% 以 下 。 即 使 在 通过 MS 
获得 相对 较 高 的 检测 灵敏 度 的 情况 下 ,对 这 种 样品 进行 成 功 的 分 析 也 还 要 求 其 浓度 在 中 
等 fmol/l 或 pmol/ 岂 水 平 。 这 就 意味 着 若是 没有 样品 的 预 浓缩 过 程 ,CEZMMS 只 能 用 于 
分 析 生 物 样 品 中 那些 主要 的 蛋白 质 。 

CEVZMS 的 另 一 个 缺点 是 它 的 迁移 时 间 容 易 随 着 环境 温度 的 变化 而 波动 。 尽 管 许 多 
CE 仪器 都 有 温度 控制 设备 ,但 还 是 有 一 大 部 分 CE 毛细 管 伸 出 在 CE 和 MS 仪器 之 间 而 
得 不 到 温 控 。 对 于 那些 标定 类 型 的 工作 或 其 中 含有 未 知 成 分 的 混合 物 的 分 析 , 适 当地 加 
和 人 一些 内 标 可 能 会 有 所 帮助 。CE 分 离 毛细 管 的 内 壁 化 学 条 件 也 对 CE 的 分 离 有 重要 影 
响 。 
像 LCVMMS 一 样 , 在 CE/MS 中 也 要 避免 使 用 非 挥 发 性 的 缓冲 液 成 分 。 所 以 在 CEZMS 
中 常常 要 在 选择 合适 的 操作 条 件 之 间作 出 妥协 。 由 于 使 用 非 挥发 性 盐 所 造成 的 灵敏 度 限 
制 和 离子 源 堵 塞 现象 阻碍 了 把 CE 分 离 条 件 向 在 线 CEVXMS 联 用 的 直接 转移 。 非 挥发 性 
的 添加 物 ,如 环 糊 精 等 ,在 进行 性 质 相近 的 物质 甚至 光学 异 构 体 的 分 离 时 常常 被 用 到 。 但 
是 ,这 些 添 加 物 的 浓度 却 常常 受到 应 用 上 的 限制 。 另 外 ,含有 表面 活性 剂 的 离子 流 进 入 到 
MES 离子 源 的 时 候 , 会 严重 影响 MS 的 灵敏 度 。 


(二 ) 分 析 万 法 的 改进 
1. 通过 CITP 进行 在 线 预 浓缩 


有 多 种 技术 已 经 被 用 来 提高 CE 的 浓度 检测 灵敏 度 。 其 中 ,通过 CITP 的 在 线 样品 预 
浓缩 技术 受到 了 最 多 的 关注 。 与 CZE 具有 很 高 的 分 离 效率 而 其 浓度 检测 灵敏 度 却 不 高 
相 比 ,CITP 能 够 提供 很 好 的 浓度 检测 灵敏 度 , 但 对 鉴定 复杂 混合 物 却 缺 乏 足 够 的 分 辩 
率 。 将 CZE 和 CITP 结合 起 来 就 可 以 克服 它们 的 缺点 而 保留 各 自 的 优点 。 有 两 种 基本 
的 方法 可 以 将 它们 有 效 地 结合 起 来 : 柱 上 短暂 等 速 电泳 联合 区 带电 泳 (transient isota- 
chophoretic CZE，tITP-CZE)530 和 等 速 电泳 与 区 带电 泳 联 用 (CITP-CZE)032]。 

CITP-CZEF 系统 利用 了 两 根 分 离 毛细 管 , 进行 CITP 预 浓缩 的 毛细 管 在 前 ,聚焦 好 的 
样品 条 带 进而 被 转移 到 后 面 的 另 一 根 毛 细 管 中 进行 CZE 分 离 。 两 根 毛 细 管 之 间 的 连接 
是 将 CZE 分 离 毛细 管 通过 隔膜 插入 CITP 毛细 管 中 来 完成 。tITP-CZE 的 方法 是 在 同一 
根 毛细 管 上 先进 行 ITP, 然 后 再 进行 CZE 分 离 。 这 种 方法 在 易 用 性 和 与 MS 连接 方面 显 
得 效率 更 高 , 它 可 以 用 于 任何 CEMMS 系统 中 而 无 需 做 任何 仪器 上 的 改动 。 尽 管 所 有 的 
在 线 CITP 预 浓 缩 方 法 都 会 降低 分 离 效率 ,但 是 这 种 方法 的 综合 效率 还 是 要 比 常规 的 LC 
方法 高 得 多 。 

类 似 的 还 有 利用 CZE 中 的 电场 放大 作用 (field amplification)[33] 的 样品 堆栈 技术 。 

2. 通过 层 析 方法 进行 在 线 预 浓缩 

CE 样品 在 线 预 浓 缩 的 层 析 方 法 是 在 CZE 毛细 管 中 插 入 一 个 样品 抽 提 装置 ,也 称 为 
膜 预 浓缩 (membrane preconcentration，mPC) 装 置 ,它们 通常 由 Cl18 材料 充填 的 微型 柱 床 
或 含有 C18 材料 的 膜 制 成 。 样 品 用 压力 推 人 该 系统 中 ,其 中 的 分 析 物 被 抽 提 出 来 并 且 到 


集 在 微型 装置 上 ,然后 再 把 它们 洗 出 到 CZE 毛细 管 中 , 其 体积 只 有 几 纳 升 。 由 于 样品 在 
.174 . 


抽 提 过 程 中 相当 于 被 “固定 化 ?在 抽 提 装置 上 ,所 以 ,其 中 的 分 析 物 可 以 被 有 效 地 清洗 以 去 
除 盐分 和 杂质 或 进行 缓冲 液 更 换 。 用 这 种 方法 可 以 达到 amol/ 则 的 浓度 检测 极限 。 

关于 这 种 在 线 样品 预 浓缩 技术 的 重要 性 在 许多 对 痕 量 生物 样品 的 分 析 中 都 有 报道 。 
Naylor 等 41 人 进一步 将 这 种 mPC-CEAESLMS 系统 与 tTP 方法 结合 起 来 。 样 品 从 抽 
提 装 置 中 洗 脱 后 , 夹 在 先导 缓冲 液 和 终结 缓冲 液 之 间 先 进行 HTP 聚焦 。 浓 缩 好 的 样品 随 
即 在 同一 根 毛 细 管 中 进行 CZEAESLMSVXMS 分 析 。 与 普通 的 mPC-CE/ESLMS 系统 相 
比 , 这 种 方法 可 将 灵敏 度 再 提高 100 倍 。Figeys 等 35] 人 用 由 C18 微 珠 充填 的 微型 装置 通 
”过 固 相 微 抽 提 (solid-phase microextraction，SPM) 浓 缩 作 用 对 经 过 高 分 辨 率 双 向 凝 胶 电 泳 
(two-dimensional gel electrophoresis，2-DE ) 分 离 的 酵母 蛋白 质 进行 了 分 析 。 在 凝 胶 中 
fmol 水 平 的 蛋白 质 也 可 以 得 到 成 功 的 鉴定 ,使 得 SPM-CZEAESI-MS 成 为 通过 MSVMS 
来 进行 蛋白 质 鉴 定 和 序列 分 析 的 最 灵敏 的 系统 之 一 。 


3. 使 用 内 径 较 小 的 毛细 管 


Wahl 等 36] 人 报道 ,使 用 小 内 径 毛 细 管 来 进行 CE 可 以 获得 更 高 的 灵敏 度 。 一 般 来 
说 ,ESIZMS 的 最 佳 灵敏 度 应 该 在 CE 电流 大 致 等 于 或 小 于 ESI 电流 时 获得 ,此 时 CE 往 
ESI 源 输 送 带电 物质 的 速率 最 小 ,离子 化 效率 最 高 ,ESI-MS 将 以 一 种 质量 敏感 的 检测 器 
系统 起 作用 。 

在 涂 层 的 毛细 管 中 进 行 蛋白 质 混合 物 分离 时 ,使 用 Sunm 内 径 的 毛细 管 检测 灵敏 度 要 
比 使 用 S0pm 的 毛细 管 高 25 一 50 倍 。 绝 对 检 出 量 达到 600 amol 水 平 。 但 在 使 用 小 内 径 
毛细 管 时 ,样品 和 缓冲 液 的 制备 和 处 理 都 需要 采用 改良 的 程序 ,以 防止 毛细 管 的 堵塞 。 


4. 使 用 减 小 流出 速度 进行 检测 的 方法 


MSMMS 仪器 的 工作 周期 限制 了 其 检测 的 动态 范围 ( 即 对 含有 不 同 丰 度 多 肽 的 复杂 
混合 物 的 分 析 和 履 盖 范围 ) 。 通 常 ,MSVZMS 仪器 都 被 设计 为 按照 强度 降低 的 顺序 来 分 离 
出 多 肽 离子 进行 碰撞 诱导 解析 (collision induced dissociation，CID)。 在 用 MSZMS 进行 蛋 
自 质 鉴 定时 ,由 于 每 一 个 分 析 周 期 包括 多 肽 质量 分 析 、 多 肽 离子 选择 \CID, 以 及 获取 所 选 
择 离 子 所 产生 的 MSVMS 质谱 图 ,整个 过 程 需 要 1 一 3s。 所 以 ,在 一 个 典型 的 层 析 或 电泳 
峰 中 ,只 有 少数 几 个 强度 最 高 的 离子 被 分 析 到 ,而 强度 较 低 的 离子 则 被 忽略 了 。 

在 CEZMS 中 “降低 流出 速度 (reduced elution speed，RES) 检测 ”的 概念 首先 由 
Goodlett 等 人 提出 , 它 可 以 增加 MS 分 析 多 肽 的 数目 。 最 近 , 这 种 方法 又 被 应 用 到 增加 
MSVZMS 分 析 多 肽 的 动态 范围 。 这 种 被 称 为 峰 停 留 (peak parking) 的 方法 通过 降低 从 多 肽 
分 离 系统 向 MS 的 样品 流速 来 延长 对 特殊 分 析 物 的 分 析 时 间 。 在 第 一 个 要 分 析 的 物质 进 
人 到 ESI 源 之 前 ,电泳 电压 降低 ,于 是 溶液 的 流出 速度 也 随 之 降低 。 这 样 ,在 单位 时 间 内 
进入 ESI 源 的 溶液 量 超 过 它 的 离子 化 能 力 时 ,可 以 有 更 多 的 扫描 图 谱 被 记录 下 来 而 不 会 
有 明显 的 离子 强度 损失 。 总 的 结果 就 是 可 以 使 得 更 多 的 分 析 物 离子 被 MS 分 析 。 这 种 将 
分 析 物 进入 MS 的 时 间 延 长 的 方法 可 以 用 于 以 下 方面 :四 增加 扫描 的 /xz 范围 ;@ 增 加 
某 一 特定 离子 在 其 迁移 过 程 中 被 MS 扫描 记录 的 数目 ;G@) 增 强 对 特定 离子 的 检测 灵敏 度 。 
这 都 对 增加 MSZMS 仪器 的 动态 范围 有 直接 的 贡献 。 另 外 ,这 种 方法 并 不 需要 增加 样品 
的 消耗 量 而 且 几 乎 不 会 造成 离子 强度 的 损失 ,后 者 对 于 MSVZMS 仪器 的 多 肽 测序 能 力 来 

”SS ”。 


说 极为 重要 。 

Figeys 等 B71 人 进一步 发 展 了 这 种 技术 , 他 们 的 数据 依赖 调节 型 SPM-CZE 人 ESI- 
MSVMS 系统 可 以 自动 在 各 组 分 从 CE 系统 流出 时 降低 CZE 的 分 离 电压 , 从 而 实现 自动 
化 的 峰 停 留 。 应 用 这 种 技术 来 分 析 内 皮 一 氧化 氮 合 成 酶 (eNOS) 的 体内 磷酸 化 位 点 的 结 
果 表 明 , 这 种 系统 对 复杂 样品 中 数量 较 少 的 多 肽 进行 MSVMS 分 析 的 功能 很 强 。 


(三 ) 仪器 的 上 必 展 
1. 涂 层 毛细 管 


涂 层 的 毛细 管 常常 被 用 来 分 析 生 物 样 品 ,如 碱 性 多 肽 和 和 蛋白质 等 ,因为 它 可 以 减 小 由 
于 这 些 物质 与 毛细 管内 壁 发 生 吸附 作用 而 引起 的 条 带 变 宽 和 峰 的 拖 尾 现象 。CE 的 毛细 
管 涂 层 有 多 种 。 氮 两 基 甲 硅烷 化 (aminopropyl silyl，APS) 的 熔融 石英 毛细 管 是 CEZMS 
联 用 中 使 用 最 多 的 一 种 涂 层 毛 细 管 。 因 为 经 过 这 种 处 理 的 毛细 管内 壁 带 上 了 正 电 荷 ,这 
对 多 使 用 酸性 挥发 性 缓冲 液 进 行 蛋白 质 和 多 肽 分 析 的 CEMMS 来 说 非常 合适 。 线 性 聚 丙 
烯 酰胺 (linear polyacrylamide，LPA) 和 聚 乙 焕 基 乙 醇 (polyvinyl alcohol，PVAI) 涂 层 的 毛细 
管 被 广泛 地 用 在 CIEF 实验 中 。 经 过 这 种 方法 涂 层 后 的 毛细 管 表 面 是 中 性 的 ,其 中 的 电 
渗流 几乎 为 零 。 另 一 种 经 过 亲 水 性 衍生 的 毛细 管 也 常常 用 于 CE/MS 联 用 之 中 ,用 这 种 
经 过 表面 疏水 性 改变 的 毛细 管 进行 分 离 常 常 可 以 获得 意 想不到 的 效率 提升 。 另 外 ,使 用 
动态 非 共 价 涂 层 的 毛细 管 可 用 于 多 种 物质 的 分 离 ,用 这 种 方法 进行 涂 层 非常 方便 而 且 重 
复 性 较 好 。 最 近 , 还 有 许多 新 型 的 涂 层 方法 和 试剂 已 经 研制 出 来 ,比较 有 代表 性 的 有 采用 
陆续 的 多 层 涂 层 方 法 ,以 及 采用 新 型 的 多 聚 物 进行 毛细 管 的 涂 层 。 


2. 捕 集 离子 型 质谱 仪 


提高 CEMMS 灵敏 度 的 另 一 个 途径 就 是 发 展 能 提供 更 高 灵敏 度 的 MS 仪器 。 现 在 的 
MS 中 ,从 大 气压 ESI 源 到 MS 检测 器 的 离子 转移 效率 很 低 。 因 此 ,使 用 捕 集 离 子 型 质谱 
仪 ,包括 FTICR-MS 和 IT-MS, 可 能 会 对 提高 灵敏 度 有 益 。 

IT-MS 能 比 柱 型 (beam-type)MS 提供 高 得 多 的 传输 效率 , 它 的 离子 捕 集 能 力 使 得 它 
在 进行 MS" 分 析 时 有 独特 的 优势 。 已 有 报道 一 些 商 品 化 仪器 (如 Finnigan LCQ 等 ) 进 行 
了 MS1 的 实验 。 最 近 有 不 少 CEZIT-MS 联 用 的 研究 报道 [38] 。 

FTICR-MS 具有 别 的 MS 仪器 所 不 能 比拟 的 高 灵敏 度 、 高 精确 度 (ppm 水 平 ) 超 高 的 
分 辨 率 ( >109) 和 进行 串联 质谱 分 析 的 强大 潜力 (FTICR-MS 的 非 解构 性 检测 方法 使 得 它 
可 以 反复 地 对 某 一 捕 集 的 离子 群 进行 解 离 和 分 析 其 解 离 产 物 , 从 而 可 从 有 限 的 样品 中 得 


到 更 丰富 的 结构 信息 ) 。 近 年 来 FTICR-MS 发 展 很 迅速 , 它 在 与 其 他 离子 源 的 接口 ,离子 


捕 集 室 中 的 离子 操作 技术 以 及 数据 处 理 方法 等 方面 都 取得 了 很 大 的 进展 。Belov 等 59] 人 

报道 ESIFTICR-MS 对 蛋白 质 的 检测 灵敏 度 已 经 达到 zeptomole(10 mol) 水 平 。Ramjit 

等 [0 人 用 FTICR-MS 通过 分 辨 单一 同位 素 峰 和 C13 同 位 素 峰 成 功 地 对 一 个 有 19 个 成 分 

的 十 二 肽 库 进 行 了 鉴定 。 正 是 由 于 FTICR-MS 的 这 种 超 高 分 辨 率 , 使 得 他 们 在 进行 这 项 

对 别 的 MS 仪器 来 说 可 能 是 难以 想像 的 工作 时 显得 游 亏 有余。Smith 的 研究 小 组 在 发 展 

ESILFTICR-MS 以 及 将 它 与 CE 联 用 方面 有 极 大 的 贡献 。Hofstadler 等 [4 人 首次 利用 
”76 。 


ESI 接 口 将 FTICR-MS 与 CE 实现 了 联 用 。Severs 等 [42] 人 还 利用 该 系统 对 CZE .CITP 
及 CIEF 与 FTICR 仪器 的 联 用 作 了 研究 。 在 用 CIEFVMFTICR-MS 来 分 析 红 细胞 裂解 产 
物 中 的 蛋白 质 时 ,尽管 其 中 血红 蛋白 的 量 比 碳酸 酥 酶 要 高 出 100 倍 以 上 ,这 两 种 pT 值 差 
异 只 有 0.27 的 蛋白 质 还 是 得 到 了 完全 而 且 高 效 的 分 离 。Hofstadler 等 [3] 人 甚至 使 用 
CE 下 SI-FTICR-MS 技术 和 显 微 进 样 的 方法 鉴定 了 单个 红细胞 中 的 血红 和 蛋白。 


3. 飞行 时 间 质 谱 仪 


TOF-MS 仪器 的 最 大 特点 是 极 高 的 扫描 速度 及 其 高 工作 周期 所 提供 的 高 灵敏 度 , 它 
可 以 从 单个 的 进 样 脉冲 中 记录 下 全 双 /z 范围 的 质谱 图 ,这 对 于 检测 一 般 峰 宽 较 小 的 CE 
流出 物质 十 分 有 利 。 而 且 ,TOF 检测 器 还 可 以 通过 反射 器 式 (reflectron) 的 设置 来 进一步 
提高 分 辩 率 。 同 时 ,这 种 检测 器 相对 较 简 单 而 且 更 便宜 ,对 许多 实验 室 来 说 极 具 吸引 力 。 

TOF 检测 器 尤其 适合 与 那些 脉冲 式 离 子 化 的 离子 源 配 合 使 用 ,但 它 在 与 容易 和 CE 
实现 在 线 联 用 的 ESI 离子 源 联 合 使 用 也 同样 极 具 潜 力 。 为 了 达到 ESIL-TOF-MS 分 析 的 
最 佳 灵 敏 度 ,最 好 使 ESI 的 离子 流 以 正 交 的 方式 进入 MS 仪器 。Lubman 的 小 组 在 实现 
CE 人 SI-TOF-MS 联 用 方面 做 了 许多 尝试 ,他 们 发 展 了 一 种 离子 阱 贮存 /反射 型 (ion trap 
storage/reflectron，ITSR)TOF-MS 仪器 。 这 种 系统 利用 一 个 离子 阱 作为 TOF 分 析 前 的 
前 端 离子 贮存 设备 , 它 把 连续 的 离子 流转 换 成 脉冲 离子 流 。 而 且 , 可 以 以 相对 较 低 的 
pulse-out 频率 使 离子 阱 获得 高 工作 周期 而 不 会 损失 灵敏 度 和 质量 分 辩 率 。Wu 等 [44] 人 利 
用 ITSR-TOF-MS 与 CZE 联 用 来 鉴定 蛋白 质 ,这 种 MS 仪器 还 可 以 和 密封 式 和 开放 式 的 
CEC 方法 联 用 来 分 析 蛋 白质 和 多 肽 混合 物 。 最 近 ,Jin 等 !'5] 人 使 用 ITSR-TOF-MS 仪器 
结合 SWIFT 技术 对 CEAESI-TOF-MSVMS 作 了 进一步 的 研究 ,取得 了 极 好 的 结果 。 


五 、 应 用 
《一 ) 蛋 白 质 
CE/VZMS 在 蛋 日 质 研 究 中 的 重要 方面 就 是 被 用 来 对 溶液 或 凝 胶 中 的 蛋白 质 进 行 鉴定 。 
利用 MS 肽 质谱 (peptide mass mapping) 所 产生 的 各 个 酶 解 肽 段 的 质量 数 信息 集合 或 通过 
CID 获得 的 酶 解 肽 段 的 MSVMMS 图 谱 , 就 可 以 分 别 利用 不 同 的 算法 来 进行 蛋白 质 序列 库 
的 搜索 ,从 而 得 到 蛋白 质 的 鉴定 结果 [46] 。 甚 33 加 Cn 


中 ,CID 质谱 图 包含 有 肽 段 的 全 部 或 部 分 序 避 才 负 
列 信息 。 因 为 在 不 同 的 CID 条 件 下 , 肽 段 会 Na 一 cH LNa 站 的 人 全 
在 肽 键 及 侧 链 处 发 生 断 裂 ,从 而 产生 一 系列 伙 上 
的 序列 特异 性 离子 (图 10.3)。 二 

CE/MS 系统 用 于 蛋白 质 鉴 定 最 大 的 优 


要 全 图 10.3 多 肽 经 CID 生成 的 碎片 离子 
点 就 是 其 高 灵敏 度 和 比 LCVZMS 更 短 的 分 析 的 命名 方法 


时 间 。Figeys 等 人 对 使 用 CZEAESI- N 端 带 有 电荷 的 不 同 碎片 离子 分 别称 作 .B 或 上 敲 
MS/ZMS 系 统 进行 蛋白 质 鉴定 作 了 比较 深入 子 ;C 端 带 有 电荷 的 不 同 碎片 离子 分 别称 作 xy 或 z 离 
的 研究 。 该 系统 在 使 用 20jpm 内 径 的 毛细 管 。 子 。 在 低能 量 条 件 下 主要 生成 b 和 y 类 型 的 碎片 离子 
及 无 鞘 流 液 接口 进行 成 功 的 蛋白 质 鉴 定 只 需 
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50 fmol 的 酶 解 样 品 B3]。 后 来 ,他 们 将 SPM 技术 用 于 CZEAESI-MSVMMS 系统 后 ,灵敏 度 
进一步 得 到 提高 ,进行 MSVMMS 分 析 的 浓度 检测 极限 达到 300 amol/J, 所 消耗 样品 量 小 于 
10 fmol。 他 们 用 这 种 方法 对 2-DE 凝 胶 内 的 酵母 蛋白 质 进 行 了 鉴定 ,充分 显示 了 这 种 系 
统 在 大 规模 蛋白 质 鉴 定 方面 的 巨大 洪 力 。 另 外 , Valaskovic 等 人 通过 使 用 内 径 仅 有 
Sum 的 毛细 管 进 行 CZEMmESIFTICR-MS 并 首次 报道 检测 到 了 9amol 的 碳酸 酝 酶 ,分 辩 
率 达 到 60 000 以 上 。Katayama 等 [97] 人 最 近 对 有 机 溶剂 辅助 的 CEMnESLMSVMS 技术 用 
于 高 灵敏 度 蛋 白质 鉴定 作 了 介绍 。 

对 蛋白 质 鉴 定 最 大 胆 的 一 种 设想 可 以 说 就 是 同时 鉴定 复杂 混合 物 中 的 所 有 有 蛋白质 
了 ,因为 这 对 分 离 系统 的 分 辨 率 和 检测 系统 的 灵敏 度 、 精 确 度 和 动态 范围 要 求 极 高 ,简直 
可 以 说 是 “Mission impossible"。 但 是 ,如 此 纷繁 复杂 的 分 析 鉴 定 任务 也 可 以 通过 “复杂 ” 
的 CE/MSVXMS 系统 得 以 解决 。Tong 等 [8] 人 通过 一 种 设计 巧妙 的 SPM/ 多 步 洗 脱 - 
CE/MSVZMS 系 统 对 含有 75 个 酵母 核糖 体 蛋 白质 的 复杂 混合 物 进 行 了 分 析 。 结 果 表 明 ， 
高 达 90% 的 蛋白 质 可 以 通过 使 用 实验 中 所 获得 的 CID 图 谱 进 行 数据 库 搜索 而 得 到 鉴定 。 
SPM 系统 实际 上 还 通过 使 用 有 机 相 的 分 步 洗 脱 梯度 增加 了 除 CE 之 外 的 额外 分 离 效果 ， 
所 以 使 得 66 种 蛋白 质 能 被 同时 鉴定 。 

蛋白 质 分 析 的 另 一 个 主要 方面 一 一 蛋白 质 修 饰 的 分 析 将 为 揭示 其 结构 与 功能 的 关系 
提供 很 大 的 帮助 。 我 们 通过 CZEAESIIT-MSVMS 联 用 对 B- 酷 蛋白 中 的 丝氨酸 磷酸 化 进 
行 了 分 析 :31。 通 过 SIM 模式 ,可 以 很 方便 地 找到 磷酸 化 肽 ,并 且 利用 其 CID 图 谱 对 磷酸 
化 肽 的 结构 作 进一步 的 确认 。Cao 等 [9%] 人 则 利用 固定 化 金属 亲 和 层 析 与 CEZXESLMS" 的 
在 线 联 用 来 确定 蛋白 质 的 磷酸 化 位 点 。 对 糖 蛋白 的 研究 也 有 许多 CEXMS 的 成 功 应 用 。 
Yeung 等 0] 人 发 展 了 一 种 利用 CE/TQ-MS 直接 对 含 高 甘露 糖 型 的 糖 蛋白 进行 分 析 的 方 
法 ,不 但 可 以 分 辨 不 同 的 糖 蛋白 糖 型 ,还 可 以 通过 对 完整 蛋白 质 的 源 内 裂解 以 产生 特征 性 
报告 离子 来 观察 糖 链 的 存在 。 另 外 ,Boss 等 53 人 还 通过 HPLC 和 CEXMS 对 重组 人 红 细 
胞 生成 素 进行 了 结构 分 析 。 糖 基 化 位 点 、 糖 链 结构 都 可 以 得 到 确认 ;位 点 特异 性 的 微观 不 
均一 性 也 可 以 直接 估 定 ; 糖 基 化 位 点 的 占用 率 还 可 以 进行 定量 测定 。 用 这 种 方法 可 以 获 
得 98% 以 上 的 序列 覆盖 率 。 

蛋白 质 的 高 级 结构 变化 如 蛋白 质 的 还 原 和 氧化 态 结构 差异 [52]、 蛋 白质 的 重 折 丢 [33] 
等 都 可 以 利用 不 同 的 CEVXMS 联 用 形式 来 进行 研究 。 

另外 ,CIEFVZMS 联 用 还 提供 了 除 2-DE 以 外 进行 高 分 辩 率 蛋白 质 组 研究 的 另 一 种 有 
力 手段 。Lee 和 Smith 的 小 组 在 这 方面 作 了 很 出 色 的 工作 -531。 尤 其 值得 一 提 的 是 ， 
Smith 小 组 通过 其 CIEFAESI-FTICR-MS 系统 的 高 灵敏 度 和 高 精确 度 并 结合 选择 性 同 
位 素 标记 的 方法 ,还 可 以 对 蛋白 质 的 表达 水 平 作 出 评估 ,从 而 实现 了 真正 意义 上 的 
CIEFVMS 和 蛋白 质 组 研究 [57, 38] 。 





| 
CEVZMS 对 多 肽 的 研究 主要 集中 在 对 被 修饰 多 肽 和 生物 活性 肽 进行 鉴定 这 两 个 方面 。 
对 比 LCVMMS 而 言 ,CEZMS 不 会 丢失 那些 极 性 很 强 的 寡 肽 。 通 常 对 多 肽 的 分 析 都 是 利用 
CZEZMS 联 用 模式 来 进行 的 ,但 最 近 Shen 等 59] 人 发 展 的 高 效 CIEF 也 可 成 功 地 用 于 多 
肽 混合 物 分 析 。 另 外 ,Barroso 等 [01 人 还 发 展 了 一 种 无 精 流 液 预 浓缩 CZEZMS 方法 用 于 
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多 肽 分 析 。 

对 于 磷酸 化 肽 的 分 析 , 固定 化 金属 亲 和 层 析 与 CE/MS 在 线 联 用 是 一 种 很 好 的 方 
法 [6] ,可 进行 数据 依赖 性 自动 电压 微调 的 SPE-CEAESLMSVMS 系统 还 可 检测 到 复杂 多 
肽 混合 物 中 的 微量 磷酸 化 肽 [37]。Soudan 等 [2] 人 将 CZE 与 MALDILMS 结合 对 一 个 苏 氮 
酸 / 丝 氨 酸 含量 丰富 的 MUCSAC 十 六 肽 的 体外 O - 糖 基 化 情况 进行 监测 ,取得 了 很 好 的 
结果 。 另 外 ,Forest 等 [3] 人 还 通过 CE/XMS 确定 了 一 种 海 银 莲花 毒素 的 C 末端 氨基 酸 为 
游离 羧基 结构 。 

将 CEZXMSVXMS 用 于 天 然 多 肽 的 分 析 不 但 可 以 确定 其 组 分 的 多 少 ,还 可 以 得 到 各 组 
分 的 结构 信息 ,是 一 种 方便 快捷 的 方法 。Perkins 等 [4] 人 用 CEZMSVXMS 结合 SIM 的 方 
法 从 黑 树 眼 镜 蛇 (black mamba) 的 毒液 中 确定 了 70 多 种 多 肽 的 存在 ,它们 的 分 子 质量 范 
围 在 6000 一 9 000 之 中 。Ensing 等 [5] 人 通过 CEZMS 将 神经 肽 立 与 它 的 两 个 片段 分 离 。 
而 且 , 神 经 肽 Y 的 分 解 产 物 由 于 只 有 一 个 氨基 酸 残 基 的 差别 而 不 能 被 CE-UYV 检测 所 区 
分 ,但 CEMMS 却 可 以 把 这 些 分 解 产 物 分 别 鉴定 出 来 。CE 和 MALDI 的 非 在 线 联 用 同样 
在 多 肽 分 析 中 起 着 很 重要 的 作用 :Zhang 等 [61 人 使 用 这 种 技术 对 下 肽 在 大 脑 内 的 代谢 过 
程 进行 了 监测 ; Ivanov 等 [592] 人 则 鉴定 了 多 肽 中 的 异常 氨基 酸 残 基 ( 修 饰 化 的 和 非 编码 
的 )。 值 得 一 提 的 是 ,Lynen 等 [68] 人 还 发 展 了 一 种 用 万 古 霉 素 结合 ACE/MS 的 方法 来 分 
析 窒 肽 混合 物 。 


三 ) 非 共 价 复合 物 


CE/XMS 是 研究 生物 分 子 间 非 共 价 相互 作用 的 一 种 极 具 价值 的 技术 ,因为 它 集 分 离 、 
鉴定 和 定量 分 析 于 一 体 , 而且 快 速 准确 。 最 近 有 许多 利用 CEVZMS 技术 研究 非 共 价 复 合 
物 的 报道 。Lyubarsakya 等 [6] 人 利用 ACE/XMS 方法 来 进行 内 啡 肽 线性 抗原 决定 簇 的 定 
位 。 他 们 首先 用 CEVZMES 分 析 内 啡 肽 的 胰 和 蛋白 酶 酶 解 产 物 ,然后 再 将 这 种 酶 解 产 物 与 抗 
内 啡 肽 的 单 抗 混合 进 样 进行 相同 条 件 的 CEZMS 分 析 。 这 样 ,与 单 抗 结合 的 肽 段 就 会 从 
它 原 来 出 现 的 地 方 消失 。 把 这 个 肽 段 分 离 后 用 ACEVZMS 进行 分 析 可 以 确认 其 中 抗原 决 
定 复 的 存在 。 最 后 通过 ACEVZMS 对 该 肽 段 的 一 系列 按 顺 序 截 短 产物 进行 分 析 就 可 以 精 
确 地 确定 线性 的 抗原 决定 复 的 位 置 。 这 种 方法 每 次 分 析 所 消耗 的 抗体 和 酶 解 产 物 都 在 
fmol 水 平 , 而 且 快 速 ,容易 实现 自动 化 。 另 外 ,他 们 还 用 CIEFVXMS 方法 进行 了 Src SH2 
结构 域 的 高 亲 和 性 配 体 的 筛选 [01]。Tuffal 等 "0 人 用 CZE/VMS 方法 研究 了 分 枝 杆菌 的 甲 
基 葡 萄 糖 脂 多 糖 与 棕榈 酰 辅 酶 A 形成 的 非 共 价 复合 物 ,发现 它们 在 复合 物 中 的 化 学 计量 
为 1:1。 另 外 ,Gysler 等 "2 人 还 利用 这 种 联 用 技术 对 白介素 6 的 二 聚 体 化 过 程 进行 了 监测 。 


第 到 ' 稀 志 入 ov 拉 
一 、 试 剂 和 溶剂 
@ 所 有 缓冲 液 均 用 经 过 Millipore(Bedford,， MA，USA) 系 统 处 理 过 的 水 配制 。 
Q@) 甲酸 : 购 自 Sigma(St. Louis，MO，USA) 公 司 。 


@) 冰 醋 酸 : 购 自 Sigma(St. Louis，MO，USA) 公 司 。 
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四 氨水 : 购 自 Sigma(St. Louis，MO，USA) 公 司 。 
- @ 碳酸 氧 铵 : 购 自 Sigma(St. Louis，MO，USA) 公 司 。 

@ 二 硫 苏 糖 醇 (DTT) : 购 自 Sigma(St. Louis，MO，USA) 公 司 。 

@ 碘 代 乙酰 胺 (IAA): 购 自 Sigma(St. Louis，MO，USA) 公 司 。 

B- 殊 基 乙 醇 : 购 自 Merck(Schuchardt，Germany) 公 司 。 

@ 乙 且 (ACN): 购 自 Fisher(Fair Lawn，NJ，USA) 公 司 。 

@ 甲醇 (MeOH) : 购 自 Fisher(Fair Lawn，NJ，USA) 公 司 。 

@ 三 所 乙酸 (TFA) : 购 自 Merck(Schuchardt，Germany) 公 司 。 

四 1,5 -二 甲 基 -1,5 -二 氮 十 一 亚 甲 基 聚 省 化 物 (polybrene) : 购 自 Sigma(St. Louis， 
MO，USA) 公 司 。 

思 表面 活性 剂 Brij? 35 和 SM-2 吸附 小 珠 : 购 自 BioRad(Hercules，CA，USA) 公 司 。 

@ 两 性 电解 质 pharmalyte pH3.5 一 10 和 pHS 一 8: 购 自 Amersham Pharmacia Biotech 
(Uppsala，Sweden) 公 司 。 


一、 多 肽 和 重 日 质 


@ Met - 脑 啡 肽 : 购 自 Sigma(St.、 Louis, MO，USA) 公 司 。 

@ Leu- 脑 啡 肽 : 购 自 Sigma(St. Louis，MO，USA) 公 司 。 

@ 人 工 合成 镍 鱼 降 钙 素 (s-CT) :生化 所 崔 大 敷 研究 员 惠 赠 。 

@ 图 55Ser 突变 的 重组 人 白细胞 介 素 2(S125-IL-2) :上海 医 药 工 业 研 究 院 提供 的 基因 
工程 产品 。 

@ 血红 蛋白 A(HbA): 购 自 Sigma(St. Louis，MO，USA) 公 司 。 

@) 镰 状 红细胞 血红 蛋白 (HbSs) : 购 自 Sigma(St. Louis，MO，USA) 公 司 。 

G@) 牛 B-=- 酷 蛋白 (B-casein) : 购 自 Sigma(St. Louis，MO，USA) 公 司 。 

@ 牛 胰 RNase B: 购 自 Sigma(St. Louis，MO，USA) 公 司 。 

@ 竹叶青 蛇毒 C -型 凝集 素 (TSL) :基本 参照 梁 雪 莲 等 [3] 人 的 方法 获得 。 

(0 细胞 色素 c: 购 自 Pierce(Rockford，ILL，USA) 公 司 。 

@@ 马 肌 红 和 蛋白 : 购 自 Sigma(St. Louis， MO，USA) 公 司 。 

四 牛 8B- 乳 球 和 蛋白 A: 购 自 Sigma(St.， Louis，MO，USA) 公 司 。 

电 牛 碳酸 栈 酶 开 : 购 自 Sigma(St. Louis，MO，USA) 公 司 。 


三 靖 


OO TPCK - 胰 和 蛋白酶 :本 实验 室 自制 。 
GO 蛋白 磷酸 酶 1 催化 亚 基 (PP1) : 购 自 Roche(Mannheim，Germany) 公 司 。 
@ Lys-C 有 蛋白酶: 购 自 Sigma(St.， Louis，MO，USA) 公 司 。 
由 Glu-C 和 蛋白酶 : 购 自 Pierce(Rockford，IL，USA) 公 司 。 
G@) ac- 甘露 糖 背 酶 : 购 自 Sigma(St， Louis，MO，USA) 公 司 。 
N -糖苷 酶 下 : 购 自 Roche(Mannheim，Germany) 公 司 。 
1 必 
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熔融 石英 毛细 管 和 毛细 管 卡 座 购 自 Beckman(Fullerton，CA，USA) 公 司 。 线 性 聚 丙烯 本 
胺 (linear polyacrylamide，LPA) 涂 层 的 毛细 管 为 BioRad(Hercules，CA，USA) 公 司 产品 。 快 速 
脱盐 柱 为 Amersham Pharmacia Biotech(Uppsala，Sweden) 公 司 产品 PD-10 预 装 柱 。 

毛细 管区 带电 泳 (CZE) 和 毛细 管 等 电 聚 焦 (CIEF) 在 Beckman P/ACE Station 5500 型 
毛细 管 电泳 仪 上 进行 。 熔 融 石英 毛细 管 全 长 80cm, 和 人 口 端 到 UV 检测 器 的 距离 为 20cm， 
内 径 为 S0um, 外 径 为 360um。 质 谱 检测 在 Finnigan MAT(San Jose，CA，USA) 公 司 的 离 
子 阱 质谱 仪 LCQ 上 进行 ,数据 采集 使 用 LCQ Navigator 1.2 软件 包 , 数 据 解析 使 用 LCQ 
BioExplore 1.1 软件 包 。 


区 法 
一 、 胰 和 蛋白酶 酶 解 


100wg 蛋白 质 溶 于 30 由 NEH4AHCO3(100mmolL，pH7.8) 缓 冲 液 中 。 先 用 DTT( 终 浓 
度 为 SmmolML) 在 50 亿 条件 下 还 原 13min, 冷 却 至 室温 后 ,加 入 IAA( 终 浓度 为 10mmolLL) 
在 室温 下 再 反应 13min( 避 光 )。 用 NH4HCO3 组 冲 液 稀释 到 100 由 ,加 入 浓度 为 lg 的 胰 
蛋白 酶 溶液 2.$ 岂 ,37 保温 4h。 补 加 酶 2.5l 后 ,37Y 继续 保温 18h。 偶 尔 取出 轻 播 。 
酶 解 完 成 后 取出 置 于 - 20?7 保存 。 


一 、 血 红 重 日 的 脱盐 和 纯化 


由 于 商品 化 的 血红 蛋白 含有 碳酸 氢 铵 及 $0% 左 右 的 非 离子 稳定 剂 , 所 以 在 进行 蛋白 
质 酶 解 之 前 ,首先 需要 进行 纯化 。 快 速 脱 盐 柱 PD-10 先 用 0.6% HAc 溶液 平衡 至 少 10 
倍 柱 体积 (25ml)。HbA 和 HbSs 均 溶 于 2.$ml 水 中 ,浓度 约 为 10 g 人 L。 待 柱 内 液 面 正 好 
没入 柱 中 填料 时 ,将 2.5$ml 样品 全 部 加 入 。 待 液 面 再 次 没入 柱 中 填料 时 ,用 0.6% HAc 
溶液 进行 连续 的 洗 脱 ,收集 前 3.5ml 洗 脱 物 。 冷 冻 干 燥 后 将 样品 置 于 -207C 保存 。 


二 、 重 日 磅 酸 酶 去 磷酸 化 


B- 栈 蛋白 lg 溶解 于 lml 去 磷酸 化 溶液 [2SmmolL 三 乙醇 胺 (TEA) ,200mmolLL 
NaCl, 0.1mmol[L EGTA，0.5Smmol[L MnCb ，0.1% 8B= 莹 基 乙 醇 ( 双 [/Y)，0.03% 
Brije 35(x/ZV)， 用 HClI 调节 pH 至 7.5] 中 。 加 入 SmUAMl 的 PP1( 溶 于 50% 甘油 
(VZV) ,25Smmol[L TEA-HCIL,， 200mmolML NaCl, 0.1mmolL EGTA, 0.1% 8B- 和 一 基 乙醇 
(zaLV)，0.03% Brijs 35(m/V)，pH7.5) 溶 液 由 ,377 保温 4h。 反 应 完成 后 冷 至 室温 。 

20mg SM-2 吸附 小 珠 先 用 S0ml 甲醇 洗 10min ,重复 2 次 。 加 入 50ml 水 洗 10min , 重 
复 3 次 。 把 水 吸 去 ,加 入 lml 已 反应 完 的 溶液 ,室温 下 摇动 2h。 吸 取 上 清 ,加 人 另 一 份 已 

SS 


经 用 同样 方法 处 理 过 的 SM-2 吸附 小 珠 , 室 温 处 理 2h。 
将 反应 液 用 0.6% HAc 洲 液 稀释 到 2.5ml, 用 PD-10 预 装 柱 脱盐 。 收 集 的 3.5mil 液 
体 冷 冻 干 燥 后 , 置 于 -20 保存 。 


四 、 蛋 白质 二 硫 键 的 羧 酰胺 甲 基 化 及 产物 的 
HPLC 纯化 和 重 昌 酶 酶 解 


0.2mg RNaseB 溶 于 80wl 30mmol[L NEH4HCO3 缓 冲 液 (pH7.8) 中 ,加 入 S0mmolLL 
DTT 10 岂 ,50 人 反应 13min, 再 加 入 100mmol[L IAA 104 在 37 人 反应 1Smin。 

0.2mg TSL 溶 于 80 由 30mmolLL NEH4HCO3 缓 冲 液 (pH7.8) 中 ,加 入 0.5SmolLL DTT 
10 岂 ,50 人 反应 1h, 再 加 入 lmolLL IAA 10l 在 37C 反 应 30min。 

HPLC 为 HP-1100 型 ,使 用 C8 反 相 柱 (RP-300,， Sum,，30mmx2.1mm I.D.，ABI 公 
司 产品 );A 液 :0.01% TFA-EO;B 液 :0.01% TFA-ACN; 流速 :200wlMmnin; 洗 脱 梯度 : 
0min 一 2min, 0% A 液 ,2min 一 1Smin,0 一 100% B 液 。 

100wg 经 纯化 的 羧 酰胺 甲 基 化 蛋白 质 直接 溶 于 100wl 30mmolLL 的 NHAHCO3 缓 冲 液 
(pH7.8, 胰 蛋白 酶 或 Lys-C 蛋白 酶 酶 解 ) 或 100 岂 30mmolL 的 NEH4 Ac 缓冲 液 (pH4.0， 
Glu-C 和 蛋白酶 酶 解 ) 中 。 加 入 浓度 为 1 gLL 的 和 蛋白酶 溶液 2.5 岂 ,377 保温 4h。 补 加 酶 
2.5 岂 后 ,37 继续 保温 18h。 偶 尔 取出 轻 摇 。 反 应 完成 后 置 于 -207 保存 。 


五 、N -糖苷 酶 下 酶 解 


90 吕 蛋白 质 的 蛋白 酶 酶 解 产 物 中 加 入 1 UL 的 N_- 糖 背 酶 下 水 溶液 10.1.37 忆 保温 
4h。 反 应 完成 后 置 于 _20C 保存 。 


人 六、o -甘露 糖苷 酶 栈 解 


90wl 蛋白 质 的 蛋白 酶 酶 解 产物 中 加 入 0.1 UM 的 u -甘露 糖苷 酶 溶液 (3.0molLL 
(NEH4s)2SO4 ,0.1molLL ZnSO4,pH7.5)10 由 ,37 人 保温 6h。 反 应 完成 后 置 于 = 20 人 保存 。 


七 、 正 离子 非 共 价 涂 质 毛细 管 电 淋 


正 离子 非 共 价 涂 层 方法 基本 参照 Kelly[741 和 Wiktorowicz 等 [5] 人 的 方法 进行 ,简要 
概述 如 下 : 毛细 管用 lmolML NaOH 溶液 冲洗 15min, 再 依次 用 水 .0.1molLL HCI 溶液 和 
水 各 冲洗 Smin。 然 后 用 涂 层 液 [ 含 有 5% (x/V)polybrene 和 2%(VZV) 乙 二 醇 的 水 洲 
液 ] 冲 Smin。 最 后 用 2molALL 甲酸 溶液 冲 Smin。 电 泳 缓冲 液 为 2molL 甲酸 溶液 ,分 离 电 
压 为 -30kV ,在 200nm 波长 下 检测 。 在 每 次 实验 结束 后 需要 用 同样 的 方法 重新 涂 层 。 


人 、 毛 细 管 电 瀛 -质谱 联 用 


新 鲜 毛 细 管 内 壁 的 硅 醇 基 团 通过 以 下 方法 来 激活 :lmolL 的 HCl 冲洗 1Smin, 水 冲 
1S2 。 


洗 1Smin, 再 用 lmolL 的 NaOH 继续 冲洗 1Smin, 最 后 用 水 冲 1Smin。 在 不 同 的 电泳 过 程 
之 间 ,毛细管 用 0.1lmolL 的 NaOH 再 生 Smin, 再 用 水 冲洗 Smin, 最 后 用 电泳 缓冲 液 平衡 
Smin。 

CEZMS 接口 采用 鞘 流 液 接口 。 毛 细 管 出 口 端 不 导电 的 高 聚 物 涂 层 被 烧 去 2 一 3mm， 
裸露 出 石英 毛细 管 ,以 利于 鞘 流 液 接口 处 的 电 接触 。 毛 细 管 的 人 口 端 置 于 缓冲 液 储 瓶 中 。 
为 了 将 由 于 重力 作用 引起 的 液体 流动 带 来 的 影响 降 到 最 低 ,整个 毛细 管 电泳 仪器 被 放 在 
一 辆 可 以 精细 调节 高 度 的 小 车 上 ,并 仔细 调节 仪器 的 高 度 以 使 毛细 管 和 人口 端 缓冲 液 储 瓶 
与 毛细 管 出 口 端 所 在 的 质谱 仪 离子 源 喷雾 口 处 于 同一 水 平 上 。 鞘 流 液 (60% 乙 醇 ,1% 甲 
酸 ,39% 水 ) 用 500wl 的 Unimetrics 注射 针 简 , 由 质谱 仪 上 的 注射 泵 推动 通过 离子 源 上 套 
在 毛细 管 外 部 的 一 根 不 锈 钢 细 管 引入 ,流速 为 2.00kxlmin。 由 于 CE/MS 中 毛细 管 的 流 
量 很 低 ,一 般 <1nlMmin, 所 以 不 使 用 流量 较 大 的 LCVMMS 中 所 必需 的 鞘 流 气 (sheath gas) 
和 辅助 气 (auxiliary gas)。 这 样 ,毛细 管 未 端 突出 在 不 锈 钢 细 管 外 部 分 的 长 得 对 喷雾 的 效 
果 好 坏 就 极为 关键 。 在 Finnigan 公司 的 CE/MS 接口 上 ,可 以 通过 一 个 千分尺 移动 头 来 
作 毛 细 管 未 端 位 置 的 精细 调节 ,一 般 突 出 长 度 约 为 Imm。CEZMS 接口 处 的 不 锈 钢 细 管 
上 加 上 4.25kV( 对 比 质谱 仪 毛细 管 和 人口 处 ) 的 正 向 喷雾 电压 。 毛 细 管 电泳 分 离 通 过 在 毛 
细 管 进 样 口 端 加 上 正 向 高 压 来 进行 。 

质谱 仪 在 联机 状态 下 先 用 血管 紧张 肽 做 校正 ,以 使 仪器 对 毛细 管 电泳 的 出 口 情况 做 
出 相应 的 参数 调整 以 获得 最 佳 的 检测 灵敏 度 和 分 辨 率 ;然后 再 用 Finnigan 的 Ultramark 
做 Calibration 来 调节 质谱 仪 的 精确 度 及 在 不 同 扫 描 方式 下 的 参数 以 得 到 最 佳 的 操作 人 性 
能 。 其 他 主要 操作 参数 为 :质谱 仪 人 口 处 加 热 毛 细 管 的 温度 设 为 180Y ,其 加 速 电压 设 为 
13V;Tube lens offset 为 SSV; 正 离子 模式 检测 。 在 MSVMS 实验 中 设置 CID 碰撞 能 量 为 
45% ,所 要 求 的 最 小 信号 计数 为 105 。 所 有 实验 均 采 用 自动 控制 (auto gain control，AGC) 
模式 进行 , 即 在 质谱 仪 的 扫描 设置 中 包含 三 个 阶段 : 首先 是 质谱 仪 在 m/z 400 一 2 000 的 
范围 内 作 全 扫描 (full scan) ,检测 所 有 经 过 加 热 毛 细 管 进入 质谱 仪 的 离子 ;随后 再 对 信和 号 
计数 超过 10( 可 另行 设置 ) 的 丰 度 最 大 的 离子 ,在 m/z 很 小 的 范围 内 进行 精度 很 高 的 放 
大 扫描 (zoom scan) ,可 用 于 确定 离子 的 带电 荷 情况 ;最 后 质谱 仪 对 已 做 过 放大 扫描 的 离 
子 在 离子 阱 中 做 MSVZMS ,并 将 生成 的 所 有 碎片 离子 记录 下 来 。 随 后 质谱 仪 又 回 到 全 扫 
描 状态 ,依次 循环 下 去 。 知 质谱 信号 未 超过 所 设 定 的 最 小 信号 计数 , 则 质谱 仪 将 一 直 保 持 
在 全 扫描 状态 。 这 三 个 阶段 可 在 1s 之 内 完成 ,从 而 能 够 保证 获得 足够 的 质谱 信息 。 


九 、 重 日 质 床 列 数据 库 搜 索 


蛋白 质 序列 数据 库 的 搜寻 通过 SEQUEST 软件 进行 。 对 于 经 过 MSVMS 分 析 的 质谱 
图 ,SEQUEST 将 给 出 一 个 表格 ,其 中 包含 从 数据 库 中 抽出 的 最 可 能 的 肽 段 ,以 及 它们 的 
Xcorr 相关 系数 和 DelCn 相关 因子 。Xcorr 相关 系数 表示 ,将 实验 中 获得 的 MSVXMS 质谱 
图 与 数据 库 中 相应 肽 序列 的 预测 的 碰撞 诱导 解 离 质谱 图 所 作 比 较 (match) 的 质量 ;DelCn 
相关 因子 表示 ,最 匹配 的 肽 段 与 其 次 的 肽 段 之 间 的 差异 。 一 般 Xcorr 相关 系数 在 2 以 上 
即 表 明 , 从 数据 库 中 检索 得 到 的 肽 段 与 实验 中 获得 的 质谱 图 得 到 了 很 好 的 匹配 ;DelCn 相 
关 因 子 在 0.1 以 上 则 表明 ,搜寻 所 得 的 最 佳 肽 段 与 其 次 的 肽 段 有 显著 的 区 别 。 

= 和 四 号 “ 


对 一 个 蛋白 质 酶 解 产物 进行 分 析 所 得 到 的 MSVMS 质谱 图 ,可 以 不 加 以 任何 分 析 就 
直接 对 整个 质谱 图 用 SEQUEST 软件 进行 检索 ;同样 ,也 可 以 先 经 过 一 定 的 分 析 后 ,再 选 
取 感 兴趣 的 肽 段 的 MSZMS 质谱 图 进行 单独 检索 ,这 样 可 以 大 大 缩减 数据 库 检 索 所 需 的 
时 间 。 对 于 检索 出 的 来 自 同 一 个 蛋白 质 的 肽 段 ,SEQUEST 将 把 它们 归 为 一 类 ,并 把 所 检 
索 出 的 蛋白 质 按 其 总 加 权 值 由 高 到 低 对 它们 进行 排序 。 在 此 ,SEQUEST 采取 了 一 个 简 
单 的 算法 来 作为 判断 的 指标 , 即 在 所 有 从 数据 库 中 检索 出 来 的 肽 段 中 ,被 认为 是 与 该 蛋白 
质 的 理论 酶 解 肽 段 匹 配 最 佳 的 肽 段 分 值 为 10, 处 于 第 二 位 的 分 值 为 8, 依次 类 推 ,第 三 位 
的 为 6, 第 四 位 的 为 4, 第 五 位 的 为 2。 最 后 通过 各 个 蛋白 质 所 获得 的 总 加 权 值 的 高 低 , 来 
判断 所 分 析 的 蛋白 质 最 可 能 是 哪 一 种 。 

数据 库 搜 索 的 参数 设置 为 :蛋白 质 酶 切 特异 性 为 胰 蛋 白 酶 或 Lys-C 蛋白 酶 ,或 Glu-C 
蛋白 酶 ;选择 单 同 位 素 b 离子 和 y 离子 ; 母 离子 质量 范围 为 300 一 4 000; 差 异性 修饰 设 为 
Cys 羧 酰胺 甲 基 化 (质量 数 增加 S7.0) ,Met 氧化 (质量 数 增加 16.0) ,静态 修饰 设 为 无 ; 搜 
索 所 用 的 数据 库 为 SwissProt3 .9 版 及 从 中 单独 抽取 出 来 的 部 分 数据 库 。 


十 、 特 殊 鸣 最 的 选择 改 离 子 监测 


为 了 进一步 确定 蛋白 质 中 的 点 突变 情况 ,需要 找到 带 有 突变 位 点 的 特殊 肽 段 。 通 过 
选择 性 离子 监测 (extracted ion monitoring，EIMI) 方 法 可 以 对 分 子 质量 已 知 的 目标 肽 段 进 
行 整 个 质谱 图 范围 内 的 搜索 以 查找 该 肽 段 的 出 峰 时 间 ,然后 即 可 根据 所 找到 肽 段 的 CID 
质谱 图 进一步 确定 其 中 突变 位 点 的 情况 。 在 BioExplore 数据 分 析 软 件 中 输入 目标 肽 段 的 
可 能 质 荷 比 数值 即 可 实现 选择 性 离子 监测 。 


二 二 等 电 果 焦 -质谱 联 用 


内 壁 经 LPA 涂 层 的 毛细 管 长 80cm, 内 径 S0um, 外 径 360um。 聚 焦 阳 极 电 解 质 为 1% 
乙酸 溶液 ,聚焦 阴极 电解 质 为 1% 氮 水 溶液 ;移动 阳极 电解 质 为 0.5% 乙 酸 溶液 ,移动 阴极 
电解 质 为 含有 有 机 相 的 乙酸 溶液 (0.25 肖 5 人 3，HAc/MeOHZEO，VZVZV)。 蛋 白质 直 
接 溶解 于 含有 1%(/V) 两 性 电解 质 的 水 溶液 中 ,浓度 约 为 0.1mgMml。 

毛细 管 电泳 仪 置 于 一 个 可 以 上 下 移动 的 平台 上 。 在 等 电 聚 焦 开 始 前 , 先 仔 细 将 毛细 
管 人 口 端的 位 置 调节 至 与 ESI 喷雾 口 处 于 同一 水 平 位 置 。 用 聚焦 阴极 电解 质 作 为 靖 流 
液 ,流速 始终 保持 在 2xlMmin, 同 时 打开 鞘 流 气 ,流速 为 20 个 相对 单位 ,以 防止 靖 流 液 在 针 
管 口 的 聚集 。 在 将 整 根 毛细 管 充 满 样 品 和 两 性 电解 质 的 混合 物 后 ,小 心 将 毛细 管 的 出 口 
端 缩 入 到 鞘 流 液 针 管 的 内 侧 约 1.Smm 处 ,这 样 就 在 鞘 流 液 针 管 的 末端 形成 了 一 个 微型 的 
聚焦 阴极 电解 质 溶液 的 贮 池 。 继 续 让 靖 流 液 冲 洗 约 Smin 以 去 除 可 能 残余 在 毛细 管 未 端 
的 样品 和 两 性 电解 质 ,然后 将 鞘 流 气 流速 减 小 到 7 个 相对 单位 ,使 得 鞘 流 液 可 以 恰好 在 针 
管 的 末端 稳定 地 形成 球面 型 液 滴 。 和 毛细 管 的 人 口 端 浸 没 于 聚焦 阳极 电解 质 中 , 而 出 口 端 
则 位 于 以 鞘 流 液 方式 引入 的 聚焦 阴极 电解 质 中 。 这 时 加 上 30kV 的 电压 开始 聚集 (毛细 
管 中 的 电位 差 为 375SV/em)。 聚 焦 约 40min 后 ,电流 不 再 下 降 ,表示 聚焦 已 经 完成 。 此 时 

184 。 


关闭 聚集 电源 ,迅速 将 毛细 管 位 置 重 新 调整 到 突出 于 鞘 流 液 针管 外 部 约 lmm 处 ,再 迅速 
将 鞘 流 液 换 成 移动 阴极 电解 质 , 和 人 口 端 电解 质 换 为 移动 阳极 电解 质 。 再 迅速 将 整个 毛细 
管 电泳 仪 的 位 置 向 上 移动 8cm( 这 是 为 了 将 重力 引起 的 移动 与 由 于 移动 阳极 电解 质 蔡 换 
引起 的 条 带 移动 结合 起 来 ,以 加 快 聚焦 条 带 移动 的 速度 ) ,在 毛细 管 的 两 端 加 上 + 30kV 的 
电压 ,ESI 离子 源 的 喷雾 电压 设 为 +4.2SkV( 此 时 毛细 管 中 的 电位 差 为 322V/vcm) ,随即 
开始 对 样品 条 带 移动 情况 的 MS 在 线 检测 过 程 。 这 种 实现 CIEF/ESI-MS 联 用 的 方法 称 
为 “活动 式 毛 细 管 位 置 调 整 法 ”。 

质谱 检测 条 件 为 :加 热 毛细 管 的 温度 为 180 ,加 速 电 压 为 24V;Tube lens offset 为 
-SSV; 光 电 倍 增 管 在 -950V 条 件 下 检测 ; Full scan 范围 为 /z 1 100 一 2 000; 以 正 离子 
模式 检测 。 


第 四 下 :了 
一 、 多 肽 和 有 蛋 日 质 的 分 析 与 鉴定 


首先 用 CZEMMSVMS 对 Met - 脑 啡 肽 和 Leu - 脑 啡 肽 的 混合 物 进 行 了 分 析 , 它们 的 浓 
度 分 别 为 133.3pmol[L 和 66.7kmol/L。 缓 冲 液 为 1% 酝 酸 ,pH3.4; 在 138kPa 压力 下 进 
样 3s; 电 压 为 30kV。 图 10.4 表示 了 质谱 仪 检 出 的 基 峰 图 (代表 在 该 峰 中 丰 度 最 高 的 离 
子 )。 这 两 种 带 单个 正 电 荷 的 多 肽 离子 在 经 过 MSVMS 后 得 到 了 较 好 的 碎片 离子 ,能 明确 
地 解析 出 每 种 多 肽 的 氨基 酸 序列 。 可 以 清楚 地 看 到 这 两 种 五 肽 在 一 级 结构 上 的 区 别 仅 仅 
在 于 C 端的 一 个 氨基 酸 残 基 ( 图 10.5)。 
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图 10.4 用 CZEXMS 方 法 分 析 Met - 脑 啡 肽 (1.4pmol) 和 
Leu- 脑 啡 肽 (0.7pmol) 的 混合 物 


为 了 验证 CZE/MSVMS 系统 是 否 适 合 于 通过 检测 蛋白 酶 酶 解 产生 的 肽 段 来 鉴定 多 

肽 ,我 们 对 s-CT 的 胰 蛋 白 酶 酶 解 产 物 作 了 分 析 。 同 样 使 用 1% 醋酸 (pH3.4) 作 为 电泳 组 

冲 液 ,s-CT 的 酶 解 产 物 未 经 任何 处 理 直 接 在 138kPa 压力 下 进 样 Ss。 图 10.6 是 对 s-CT 

酶 解 产 物 的 基 峰 图 ,每 个 肽 段 的 出 峰 时 间 很 短 , 均 低 于 0.4min。 所 有 的 理论 酶 解 肽 段 都 
= 是 ~ 
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图 10.5 Met - 脑 啡 肽 (a) 和 Leu - 脑 啡 肽 (b) 的 MSZMS 质谱 图 


可 由 CZEVMS 分 离 并 得 到 鉴定 。 自 动 化 数据 库 检索 结果 表明 该 多 肽 最 可 能 来 源 于 Calci- 

tonin 1 Precursor。 其 中 已 经 被 鉴定 的 肽 段 有 TI1、.T2 和 T3,T4 由 于 在 人 工 合 成 的 产品 中 

C 端 为 酰胺 化 而 未 能 得 到 鉴定 ,但 仍然 可 以 从 其 CID 图 谱 验 证 它 的 氨基 酸 序列 。 
IC*SNLSTC* VLGKYLSQOELHKY LOQOTYPRY TNTGSGT82P-NH2 


图 10.7 是 对 细胞 色素 胰 蛋白 酶 酶 解 产 物 的 基 峰 图 ,毛细 管 电泳 在 1% 乙 酸 (pH 
2.3) 缓 冲 液 中 进行 ,实际 分 离 电 压 为 10.7SkV。 几 乎 所 有 的 理论 酶 解 肽 段 都 可 由 CZE/ 
MS 分 离 并 检测 ( 表 10.1)。 另 外 ,尽管 一 些 肽 段 (如 T7 和 T18,T5 和 T14, 以 及 T9 和 
T10) 并 未 完全 分 开 ,扫描 速度 极 快 的 CZE/MSVMS 还 是 能 够 分 别 对 它们 进行 鉴定 。 仔 细 
观察 发 现 , 尽 管 肽 段 T5 和 T6、T8 和 T9、T10 和 TILL、T12 和 Tl13, 以 及 T15 和 T16 的 氮 
基 酸 序列 都 只 有 一 个 Lys 的 区 别 , 但 它们 的 电泳 迁移 率 却 发 生 了 很 大 的 变化 ,在 CZEZMS 
条 件 下 被 很 好 地 分 辨 开 来 并 分 别 得 到 了 鉴定 。 最 长 的 一 段 肽 段 T11 得 到 了 很 好 的 CID 
图 谱 ( 图 10.8)。 
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图 10.6 用 CZE/XMS 方法 分 析 $.2pmol 的 s-CT 胰 蛋 白 酶 酶 解 产 物 (1% HAc,pH3.4) 
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图 10.7 用 CZE/XMS 方 法 分 析 5.8pmol 的 细胞 色素 c 的 胰 蛋 白 酶 酶 解 产物 
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表 10.1 用 CE/VMS 方法 对 细胞 色素 c 的 胰 蛋 白 酶 酶 解 产 物 进行 肽 谱 分 析 


肽 段 位 置 

1 一 5 

6 一 8 

TI1 9 一 13 
T2 9 一 22 
23 一 25 
T3 26 一 38 
T4 28 一 38 
T5 39 一 53 
T6 40 一 53 
54 一 55 
右 56 一 60 
T8 61 一 72 
T9 61 一 73 
TI0 56 一 72 
TI 56~73 
Tl2 73~79 
T13 74~79 
Tl4 80~86 
TI5 88 一 99 
T16 88~-100 
TI7 9%~-9%9 


工 18 100 一 104 


序列 保留 时 间 /min ”理论 分 子 质 量 /Da “观测 分 子 质 量 /Da 

GDVEK 546.6 

GKK 331.4 

IFVQK 24.85 633.8 633.4 
IFVQKCAQCHTVEK 18.55 1 633.9 1 633.2 
GGK 260.3 

HKTGPNLHGLFGR 14.23 1 433.6 1 433.5 
TGPNLHGLEFGR 21E7T 1 168.3 1 168.2 
KTGQAPGFTYTDANK 26.32 1 598.7 1 598.7 
TGQAPGFTYTDANK 40.17 1 470.6 1 470.2 
NK 260.3 

GITWK 23.33 603.7 603.4 
EETLMEYLENPK 41.38 1 495.7 1 495.0 
EETLMEYLENPKK 28 号 2 1 623.8 1 623.3 
GITWKEETLMEYLENPK 29.10 2 081.4 2 080.9 
GITWKEETLMEYLENPKK 22.65 2 209.5 2 209.3 
KYIPGTK 17.56 806.0 805.6 
YIPGTK 25.64 677.8 677.3 
MIFAGIK 26.72 779.0 778.4 
KTEREDLIAYLK 20 导 1 478.7 1 478.4 
KTEREDLIAYLKK 16.06 1 606.9 607 江 
EDLIAYLK 35.03 964.1 963.5 
KATNE 23.75 561.6 561.4 


CZE/XMSVMS 一 共生 成 了 29 个 不 同 的 CID 质谱 图 。 用 SEQUEST 软件 对 事先 未 加 
以 任何 解析 的 酶 解 产 物 MSVMES 质谱 图 ,先进 行 马 蛋 白质 序列 数据 库 的 检索 。 结 果 如 下 : 


A 
1.CYC_HORSE 
2.CPT7 “HORSE 


3.TRFL HORSE 
4.ETBR HORSE 
5.GELS “HORSE 


180(18,0,0,0,0)14 6 .891011 .12 本 3 本 全 WSI 3 
25426 习 7 

60(415 25050ESS2R 24 8 对 

50(0,3,3,0;,4)| | 

46(1525 汪 329 训 

44(0052RASIEO | 


共有 18 个 CID 质谱 图 与 马 细胞 色素 c 的 某 些 序列 相 匹配 ,它们 的 Xcorr 相关 系数 和 
DelCn 相关 因子 都 比较 高 ,显示 出 很 高 质量 的 检索 结果 。 尤 其 是 DelCn 相关 因子 大 于 
0.4, 这 表示 通过 检索 所 得 到 的 肽 段 具 有 比较 明显 的 特殊 性 , 与 马 细胞 色素 c 的 胰 和 蛋白酶 
酶 解 产物 中 的 某 些 肽 段 对 应 关系 极为 显著 。 而 且 , 检索 得 到 的 序列 较 长 的 肽 段 均 具 有 较 
高 的 Xcorr 相关 系数 (如 最 长 的 两 段 肽 段 TI10 和 T11 的 该 项 值 分 别 达到 了 $.7017 和 
5.1797) ,说 明 数 据 库 中 对 这 些 肽 段 所 预测 的 CID 质谱 图 与 CZEV/MSVMS 实验 所 获得 的 
CID 质谱 图 能 很 好 地 吻合 。 点 击 相应 肽 段 的 因特网 链接 还 可 以 观看 该 肽 段 的 理论 CID 


一 二 88 一 


图 谱 , 以 供与 手工 解析 结果 相对 照 。 马 细胞 色素 c 的 总 加 权 值 最 高 ,为 180, 有 .18 个 .CID 
质谱 图 与 之 显著 相关 ( 列 为 最 佳 匹配 肽 段 ) ,而 其 他 几 个 蛋白 质 的 总 加 权 值 都 不 高 。 仔 细 
观察 检索 结果 发 现 ,蛋白 质 CPT7 HORSE 的 4 个 最 佳 肽 段 均 来 自 于 在 不 同 的 时 间 分 别 出 
现 4 次 的 一 个 质量 数 约 为 4$2.2 的 离子 ,而 这 极 有 可 能 就 是 来 自 系统 内 部 的 杂质 离子 。 
这 说 明 利 用 CZEV/MSVMS 所 产生 的 CID 质谱 图 检索 蛋白 质 序列 数据 库 来 鉴定 蛋白 质 , 可 
以 得 到 快捷 而 可 靠 的 结果 [76 。 


B 

1.CYC_EQOURS 50K550505050 0 TS2T92N | 
2.CYC __ HELRAS 30(03 .0 
3.CYC2 _ MOUSE 200250750NO DO | 
4.CYC _ HORSE 2 区 20.0 瑟 0 626 才 
5.CIN6 _HUMRAN 20(0s 工 ,25007)E| 
6.CYC_RPIME 20(0.0.2 汉 有 驮 四 
REYC” ASTRU 20k0517250500| 
EECOET 20(010, 工 , 工 ,0 让 -29 -| 
9.CYC _RNAPL 20(250.0,0507124 工作 | 
10.CYC _ RARPTPAR 20(2s0350.050 庆 全 得 俐 


如 果 所 鉴定 蛋白 质 的 来 源 未 知 , 则 可 将 CZEV/MSVMS 产生 的 CID 质谱 图 先 在 复杂 非 
元 余 库 (如 SwissProt\OWL) 中 进行 检索 ,这样 一 般 可 确定 蛋白 质 的 种 类 ,然后 再 结合 该 蛋 
白质 的 分 子 质量 进行 比较 精细 的 检索 ,就 可 确定 蛋白 质 的 种 属 。 我 们 将 马 细胞 色素 ec 的 
酶 解 产 物 的 CID 质谱 图 在 SwissProt 3.9 版 数据 库 进 行 检 索 后 ,结果 排 在 前 10 位 的 蛋白 
质 中 有 8 种 是 细胞 色素 ,只 是 来 源 不 一 样 ( 见 B)。 这 主要 是 因为 细胞 色素 c 是 一 种 很 保 
守 的 蛋白 质 , 来 自 不 同 种 属 的 细胞 色素 c 在 经 过 胰 蛋 白 酶 酶 解 后 可 能 会 存在 许多 序列 相 
同 的 肽 段 。 进 一 步 结合 所 测 得 的 分 子 质量 12 339.0Da( 图 10.9) , 即 可 判断 该 蛋白 质 是 马 
细胞 色素 c( 理 论 分 子 质量 为 12 360.0Da) 。 
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一、 蛋白 质点 突变 的 监 定 


S125-IL-2 酶 解 产物 在 138kPa 压力 下 进 样 20s。 净 分 离 电 压 为 10.75kV; 使 用 的 电泳 
缓冲 液 为 1% HAc 溶 液 (pH2.3)。 图 10.10 是 S125-IL-2 酶 解 产 物 的 base peak, 一 共 找 到 
了 10 个 胰 蛋 白 酶 的 酶 切 肽 段 ,整个 蛋白 质 序列 的 回收 率 达 到 了 97.8% 。 由 于 S125-IL-2 
是 基因 工程 重组 产品 ,所 以 其 N 端 含有 一 个 Met 残 基 ,而 在 天 然 IL-2 中 是 没有 这 个 N 端 
Met 残 基 的 。 所 以 在 肽 段 TI(MAPTSSSTK ) 中 ,将 Met 残 基 定 位 为 - 1, 以 与 天 然 的 工 -2 
蛋白 质 序列 相对 应 。 
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图 10.10 用 CZE/ZMSVMS 方 法 分 析 4.6pmol 的 S125-IL-2 的 胰 蛋 白 酶 酶 解 产 物 


为 了 找到 带 有 突变 位 点 的 特殊 肽 段 ,可 以 利用 EIM 方法 快速 地 进行 目标 肽 段 的 搜 


索 。T10(WITFS!25 QSIISTLT) 的 理论 分 子 质量 为 1496.7Da, 所 以 可 以 选择 它 的 +1L 价 
离子 (mm /zx =1497.7) 进 行 EIM 搜索 ,结果 如 图 10.11 所 示 。 可 见 该 肽 段 在 39.7min 时 
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图 10.11 对 质 荷 比 为 1497.7 的 离子 的 选择 性 离子 监测 


法 ， 





出 峰 。 然 后 再 在 该 时 段 的 质谱 图 中 找到 它 的 CID 质谱 图 , 即 可 实现 对 突变 位 点 的 鉴定 
(图 10.12)。 从 T10 的 CID 质谱 图 中 可 以 看 到 一 个 有 趣 的 现象 :T10 在 经 过 MSVXMS 过 
程 后 生成 了 一 系列 b 离子 的 连续 脱水 产物 及 肽 段 本 身 的 分 子 连续 脱水 产物 。 这 可 能 是 因 
为 工 I0 肽 段 中 含有 较 多 容易 脱水 的 Ser 和 Thr 残 基 的 缘故 。 
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图 10.12 肽 段 TI10(WITESL25 QSIISTLT) 的 MSZXMS 质谱 图 


用 同样 的 方法 可 以 对 HbSs 的 突变 位 点 进行 鉴定 。100wl Hbs 的 胰 蛋 白 酶 酶 解 产 物 经 
冷冻 干燥 后 ,用 20wl 1% HAc(pH2.6) 溶 解 ,60 000 rmin 离心 10min 后 ,在 138kPa 压力 
下 进 样 20s, 进 样 量 约 为 11.5pmol。 毛 细 管 电泳 在 1% HAc 缓冲 液 中 进行 , 净 分 离 电 压 为 
10.7SkV。 由 于 Hb 是 一 种 寡 聚 和 蛋白质, 分 子 中 含有 2 个 a 链 和 2 个 B 链 ,所 以 它 的 酶 解 
产物 中 肽 段 很 多 ,难以 实现 对 每 个 肽 段 的 完全 分 离 。 尽 管 如 此 ,由 于 质谱 检测 的 特异 性 、 
高 速度 和 高 灵敏 度 , 利 用 CZEV/MSVMS 方法 还 是 可 以 单独 对 绝 大 部 分 的 肽 段 进行 检测 和 
鉴定 。 从 Hbs 的 基 峰 (图 10.13) 可 以 看 到 , 绝 大 部 分 肽 段 被 找到 ,而且 出 峰 时 间 的 重 现 性 
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图 10.13 用 CZE/MSVXMS 方法 分 析 11.$pmol 的 HbSs 


下 


较 好 。 对 质谱 图 的 手工 解析 找到 了 Hb 的 " 链 的 9 个 理论 酶 解 肽 段 中 的 7 个 ,以 及 B 链 的 
11 个 理论 酶 解 肽 段 中 的 9 个 ,具有 良好 的 氨基 酸 序列 履 盖 率 。 
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图 10.14 对 肽 段 TbS1 的 选择 性 离子 监测 


为 了 进一步 鉴定 肽 段 Tbl 中 的 突变 位 点 ,可 以 利用 EIM 方法 来 快速 地 找到 它 的 出 峰 
位 置 。TbS1 的 理论 分 子 质量 为 923.1Da, 所 以 相应 地 可 以 对 其 461.9“ 生 离子 进行 监测 (图 
10.14)。 从 Tbs1 的 CID 质谱 图 (图 10.15) 可 以 看 到 ,TbSL 确实 发 生 了 BGlu=> 久 Val 点 
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图 10.15 肽 段 TbSl 的 MSVMMS 质谱 图 


值得 一 提 的 是 ,发 生 了 点 突变 的 蛋白 质 同样 可 以 用 自动 化 的 数据 库 检索 来 进行 鉴定 。 
不 过 含有 突变 位 点 的 肽 段 将 不 能 被 正确 鉴定 ,但 这 对 整个 蛋白 质 的 鉴定 影响 甚 微 。 


”2 





二 、 绰 日 质 磷 酸化 的 鉴定 


B-=- 栈 蛋白 及 去 磷酸 化 B- 栈 蛋白 的 酶 解 样品 均 在 138kPa 压力 下 进 样 20s, 相 应 的 进 
样 量 约 为 12.0pmol。 净 分 离 电 压 为 10.75kV; 使 用 的 电泳 缓冲 液 为 1% HAc 溶液 
(pH2.6)。 

B-=- 酷 蛋白 的 胰 和 蛋白酶 酶 解 产 物 中 应 该 含有 两 段 存 在 磷酸 化 位 点 的 肽 段 (RELEEL- 
NVPGEIVESELSESESEEESITR25 和 F33QSIEEQQQTEDELQDKS ) ,但 是 由 于 RIELEEL- 
NVPGEIVES'LSISSIEESITR2 含 有 4 个 磷酸 化 位 点 ,整个 肽 段 由 于 这 4 个 额外 的 负电 
荷 而 难以 在 酸性 条 件 下 离子 化 ,因而 很 难 在 正 离子 检测 模式 下 被 质谱 仪 检测 到 ,这 与 文献 
报道 是 一 致 的 71。 利 用 EIM 方法 可 以 快速 地 进行 目标 肽 段 的 搜索 。 在 B- 栈 蛋白 中 ,由 
于 含有 一 个 天 然 磷酸 化 位 点 的 肽 段 T2(F33QSIEEQQQTEDELQDK2 ) 的 理论 分 子 质量 
为 2061.2, 所 以 可 以 选择 它 的 +2 价 离子 ( 交 /z =1031.6) 进 行 EIM 搜索 ,结果 如 图 
10.16 所 示 ,可 见 该 肽 段 在 39.6min 时 出 峰 。 根 据 该 时 段 的 MSVMS 图 谱 , 即 可 实现 对 该 
肽 段 的 鉴定 (图 10.17) 。 其 中 最 高 的 信号 对 应 于 该 磷酸 化 肽 段 分 子 的 去 磷酸 化 双 电荷 离 
子 ;b 离子 找到 4 个 ,而 y 离 子 则 找到 了 比较 完整 的 一 个 系列 (yY3 一 y15)。 这 是 因为 ,在 本 
实验 设置 的 MSVMS 碰撞 能 量 下 ,尽管 肽 键 之 间 的 断裂 情况 比较 好 ,但 造成 磷酸 化 修饰 的 
共 价 键 却 也 容易 发 生 断 裂 ; 而且 磷 酸化 位 点 Ser5 处 于 整个 肽 段 分 子 的 N 端 一 侧 , 所 以 y 
离子 较 多 而 b 离子 较 少 。 


00 
Base Peak 


相对 丰 度 





本 10 15 20 25 30 35 40 45 
lmin 


10.16 肽 段 T2(F83QSEEEQQQTEDELQDK4 ) 的 选择 性 离子 监测 


同样 用 EIM 方法 可 以 容易 地 找到 去 磷酸 化 B- 栈 蛋白酶 解 产物 中 的 对 应 肽 段 T2 
(FE55QSEEQQQTEDELQDK4 ,理论 质量 数 为 1982 .0 ,搜索 其 双 电荷 离子 mz 为 992.0)。 
10.18 是 T2“ 的 MSVXMS 质谱 图 ,可 见 其 与 T2 的 CID 图 谱 有 很 明显 的 差别 。 另 一 段 含 
有 4 个 天 然 磷酸 化 位 点 的 肽 段 的 去 磷酸 化 产物 RIELEELNVPGEIVESLSSSEESITR 仍 
然 未 能 得 到 鉴定 。 这 可 能 是 因为 这 几 个 磷酸 化 位 点 彼此 相距 太 近 ,影响 了 磷酸 酯 酶 作用 
的 效果 ,导致 不 能 或 不 完全 去 磷酸 化 ,所 以 该 肽 段 还 是 难以 在 正 离子 条 件 下 得 到 检测 。 
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图 10.17 肽 段 T2(F33QSEEEQQQTEDELQDK48 ) 的 MSVXMS 质谱 图 
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图 10.18 去 磷酸 化 肽 段 T2“(F33QSEEQQQTEDELQDK4 ) 的 MSZMS 质谱 图 


四 、 重 日 质 N- 糖 基 化 和 氧化 的 鉴定 
(一 ) 蛋白 质 糖 型 的 分 辩 


通常 情况 下 ,HPLC 等 分 离 方法 对 于 蛋白 质 糖 型 的 分 辩 是 无 能 为 力 的 ;但 用 毛细 管 电 
泳 方法 ,选择 适当 的 分 离 缓冲 液 和 (或 ) 涂 层 方法 却 可 以 分 辨 许多 糖 蛋白 的 糖 型 。 在 未 涂 
层 的 毛细 管内 壁 带 负电 荷 ,其 中 的 电 渗流 朝向 阴极 ; 而 经 过 正 离子 高 聚 物 涂 层 的 毛细 管内 
壁 是 带 正 电 荷 的 ,其 中 的 电 渗流 方向 是 朝向 阳极 的 (电荷 反 转 ,charge reversal)。 所 以 ,在 
普通 的 极 性 安排 下 (毛细 管 进 样 端 为 阳极 ,检测 端 为 阴极 ) ,未 涂 层 毛细 管 中 的 电 渗流 与 电 
泳 迁 移 力 方向 相同 ,造成 样品 条 带 的 扩散 ;在 涂 层 毛细 管 中 , 电 渗流 的 方向 与 电泳 迁移 力 
的 方向 是 相反 的 ,样品 条 带 的 移动 速度 减 慢 ,因而 分 辩 率 得 到 提高 。 但 此 时 样品 条 带 的 移 
动 要 靠 电 渗流 的 推动 ,所 以 ,要 将 毛细 管 的 进 样 端 设 为 阴极 ,检测 端 设 为 阳极 ,这 样 样品 条 


.194 . 








带 才 能 通过 检测 器 得 到 检测 ,因为 此 时 电 渗 流 的 方向 是 朝 回 阳 极 的 。 另 外 ,通过 使 用 强酸 
性 的 缓冲 液 可 以 将 电 渗 流 降 低 , 从 而 使 样品 条 带 的 移动 进一步 减 慢 , 分辨 率 得 到 进一步 提 
高 。 在 2molLL 甲酸 溶 中 利用 正 离子 非 共 价 涂 层 方法 对 RNase B 的 糖 型 分 析 情 况 如 图 
10.19 所 示 。 
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10. 19 用 极 性 反 转 方法 对 RNaseB 的 糖 型 进行 CE-UV 分 析 


《二 ) 蛋白 质 高 甘露 糖 型 N - 糖 基 化 和 和 氧化 情况 的 分 析 


对 于 蛋白 质 的 六 - 糖 基 化 ,可 以 考虑 分 为 两 个 步骤 :首先 分 析 糖 基 化 位 点 ;然后 再 分 
析 糖 链 结构 。 而 对 于 高 甘露 糖 型 的 N - 糖 基 化 ,可 以 很 方便 地 通过 比较 性 肽 质谱 方法 来 
进行 。N -糖苷 酶 下 可 以 完全 切断 与 肽 链 相 连 的 糖 链 ,其 适宜 pH 值 在 8 左右 ,正好 可 与 
胰 蛋 白 酶 或 Lys-C 蛋白 酶 联合 使 用 ;这 二 者 的 联合 使 用 可 以 鉴定 蛋白 质 的 糖 基 化 位 点 。 
a -甘露 糖苷 酶 切断 的 是 以 v -糖苷 键 连接 的 糖 基 团 (在 高 甘露 糖 型 的 糖 链 中 除了 与 Glc- 
NAc 相连 的 一 个 甘露 糖 外 ,其 余 的 甘露 糖 均 以 w -糖苷 键 彼此 相连 ) ,其 适宜 的 pH 值 在 4 
左右 ,正好 可 与 Glu-C 蛋白 酶 联合 使 用 ;这 二 者 的 联合 使 用 可 以 确定 糖 链 的 结构 。 


1. 糖 基 化 位 点 和 和 氧化 情况 的 分 析 


TSL 是 在 竹叶青 蛇毒 中 发 现 的 C 型 凝集 素 , 它 本 身 就 具有 结合 半 乳 糖 的 活性 。 天 然 
状态 下 表现 为 通过 链 间 二 硫 键 形成 的 多 聚 体 。 通 过 LCVMS 方法 对 其 还 原 态 TSL 及 进 一 
步 用 N -糖苷 酶 F 处 理 后 的 TSL 进行 的 分 子 质量 测定 发 现 ,还 原 态 TSL 中 有 分 子 质量 不 
均一 现象 ,上 且 彼 此 之 间 相 差 约 为 162 ,含量 最 高 的 一 种 还 原 态 TSL 与 用 N -糖苷 酶 下 处理 
后 的 TSL 之 间 的 分 子 质量 差距 为 1703 ,正好 符合 GlcNAc Hexs 的 糖 链 结构 。 所 以 ,还 原 
态 TSL 中 的 糖 型 分 布 被 归结 为 GeNAcHexs_s[781]。 对 比 经 N -糖苷 酶 F 处 理 前 后 的 肽 
质谱 图 (未 显示 ) 发 现 , 在 别 的 酶 解 肽 段 出 峰 位 置 都 基本 保持 不 变 的 情况 下 ,Tl 肽 段 经 糖 
苷 酶 去 除 糖 链 后 产生 的 T1 肽 段 的 出 峰 位 置 与 之 发 生 了 较 大 程度 的 改变 (T1:1.3min; 
T1 :4.Smin) ,这 说 明 糖 链 的 存在 对 该 肽 段 的 电泳 迁移 率 影 响 很 大 。 从 TSL 的 氨基 酸 序 
列 中 可 见 , 只 有 N 端的 T1 肽 段 中 含有 符合 特殊 识别 序列 子 的 一 个 糖 基 化 位 点 :Asnm- 
Asp-Ser。 另 外 一 个 有 趣 的 现象 是 ,在 存在 糖 基 化 修饰 的 T1 肽 段 中 由 于 含有 2 个 Met 残 
基 , 所 以 还 同时 检测 到 了 其 中 不 同 程度 的 Met 残 基 氧 化 现象 ;在 另 一 个 含有 Met 残 基 的 
肽 段 T3 中 也 同样 检测 到 了 它 的 氧化 形式 。 经 N -糖苷 酶 F 处 理 后 的 肽 段 T1“ 中 同样 也 
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检测 到 与 T1 中 类 似 的 Met 残 基 氧 化 现象 。 

图 10.20a 显示 了 糖 肽 工 !1 的 糖 型 分 布 情况 ;图 10.20b 显示 了 Tl1-GlcNAczMang 型 糖 和 
肽 的 氧化 情况 。 由 于 在 TL-GlcNAc Mans 型 糖 肽 (SICCTNSDSLPMIIONGMLSCYK2 ) 中 含 “ 级 
有 Mett0 和 Met3 两 个 Met 残 基 , 所 以 它 产 生 了 两 种 不 同 的 氧化 形式 , 即 一 个 Met 残 基 被 


氧化 的 形式 (Tl-GlcNAcIMans-O) 和 两 个 Met 残 基 同 时 被 氧化 的 形式 (Tl-GlcNAc Mans- 
29)。 
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图 10.20 肽 段 TI(a) 及 其 氧化 产物 TIL-GlcNAcMans(b) 的 糖 型 分 布 质谱 图 


用 N -糖苷 酶 F 对 TSL 的 酶 解 产 物 进行 处 理 后 , 糖 肽 TI 的 糖 链 被 移 去 而 转化 为 肽 
段 T1 ,原来 的 Asm 残 基 转 化 为 Asp? 残 基 。 尽 管 TL 及 其 两 种 氧化 形式 并 没有 被 分 离开 ， 
但 CE/MSVMMS 还 是 分 别 捕 捉 到 了 它们 各 自 的 CID 质谱 图 。 值 得 一 提 的 是 ,通过 TI1 -O 
(SCCTDDSLPMIONGML3CYK3) 的 CID 质谱 图 可 以 清楚 地 看 到 ,发 生 氧 化 的 Met 残 基 


是 Met5 残 基 而 不 是 Metl0 残 基 ( 图 10.21)。 同 样 发 生 了 Met 残 基 氧 化 的 还 有 肽 段 T3 
(T23WEDAEM29FCR32) 。 


2. 糖 链 结构 和 和 氧化 情况 的 分 析 


为 了 进一步 验证 TSL 中 糖 链 的 高 甘露 糖 型 结构 ,需要 用 " -甘露 糖苷 酶 对 它 进行 处 
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图 10.21 肽 段 T1“ -0O 的 MSVXMS 质谱 图 
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图 10.22 ” 肽 段 Gl-GlcNAcMans(a) 和 Gl-GlcNAcMans - O(b) 的 MSZXMS 质谱 图 
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理 。 经 过 6h 的 -甘露 糖苷 酶 处 理 后 , 糖 肽 Gl 的 糖 链 结 构 由 GlcNAc Mans 转 化 为 Glc- 
NACMan3 结 构 ,并 且 出 峰 位 置 由 原来 的 比 G5 先 出 峰 变 为 后 来 的 比 G5 后 出 峰 (图 谱 未 显 
示 )。 

TSL 的 Met 残 基 的 氧化 现象 同样 也 在 其 Glu-C 酶 解 产 物 中 存在 。 肽 段 G1(SICCTINF 
DSLPMIONGMI3CYKIFDEPKTWE2) 和 G4(M2?FCRKYKPGCHLASFHRLAES ) 中 均 存 
在 不 同 程度 的 Met 残 基 氧 化 现象 ,由 于 这 些 肽 段 的 氧化 形式 与 它们 本 身 的 电泳 迁移 率 差 
别 很 小 ,所 以 它们 混和 在 一 起 出 峰 , 造 成 相应 峰 的 拖 尾 现象 。 

以 Gl 为 例 来 分 析 其 分 子 中 的 糖 基 化 和 氧化 情况 。 在 未 经 -甘露 糖苷 酶 处 理 前 , 糖 
肽 G1 的 主要 的 糖 链 结构 为 GleNAcMans( 糖 肽 表现 为 1397.03* )。 图 10.22 显示 了 Gl- 
GlcNAcwMans 和 Gl1-GlcNAcMans-O 的 CID 质谱 图 。 可 见 这 两 种 糖 肽 的 断裂 都 主要 发 生 
在 各 种 糖 基 团 之 间 , 因 而 得 到 了 从 Gl-GlcNAc Man7 一 Gl-GlcNAc 之 间 一 系列 的 完整 的 
碎片 离子 ,但 糖 链 与 肽 链 之 间 的 共 价 键 Gl<>GlcNAc 不 发 生 断 裂 。 这 充分 说 明了 糖 链 是 
N -连接 的 高 甘露 糖 型 结构 ,而且 这 两 种 糖 肽 之 间 的 差别 仅仅 在 于 其 中 一 个 糖 肽 中 的 Met 
残 基 发 生 了 氧化 。 
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10.23 Gl -GlcNAcMani_ 3 及 其 氧化 产物 的 质谱 图 a 及 
Gl -GlcNAcMan3-20 的 MSZMS 质谱 图 b 


五 操 8。 





在 经 过 6h 的 uc -甘露 糖苷 酶 处 理 后 , 糖 肽 GL 转化 为 糖 肽 GL1 (其 中 的 糖 链 结 构 由 
GlcNACMans 转 化 为 GlcNAc Manl_3)。 这 也 是 高 甘露 糖 型 结构 的 一 个 佐证 。 图 10.23 
中 分 别 表 示 了 糖 肽 G1 的 带电 荷 情况 和 GL -20 的 MSVMMS 情况 。 


五 、 蛋 白质 混合 物 的 毛细 管 等 电 轩 焦 -质谱 联 用 分 析 
(一 ) 标准 恒 白 混合 物 的 CIEF /MS 分 析 


首先 用 细胞 色素 c、 肌 红 和 蛋白 和 有 8- 乳 球 蛋白 A 的 混合 物 试验 了 CIEFVXMS 系统 的 性 
能 。 样 品 为 1% (mXV) 两 性 电解 质 pH3.5 一 10, 细 胞 色素 c 0.125SmgMmml, 肌 红 蛋白 
0.03mg:ml,B- 乳 球 蛋 白 A 0.15Smg:ml。 聚 焦 电 流 开 始 时 为 4.5wA, 聚 焦 完 成 时 变 为 
1.2A。 图 10.24 为 CIEFVZMS 的 base peak 图 谱 。 由 图 谱 可 以 看 到 ,这 三 种 蛋白 质 的 聚 
焦 效 果 极 好 ,出 峰 时 间 均 仅 在 1Imin 左右 ,这 也 是 对 等 电 点 非常 接近 的 混合 物 中 的 各 种 物 
质 进 行 分 辨 的 基础 。 另 外 ,非常 有 趣 的 是 ,这 三 种 蛋白 质 均 被 各 自分 辨 出 两 种 亚 型 (电荷 
分 布 和 分 子 质 量 几乎 完全 一 样 ) , 且 它 们 之 间 的 等 电 点 差异 都 很 小 。 细 胞 色素 c 和 肌 红 和 蛋 
白 在 等 电 聚 焦 条 件 下 可 以 被 分 辨 出 两 种 亚 型 是 有 报道 的 52 ,而 B- 乳 球 蛋 白 A 的 亚 型 则 
未 见报 道 。 

细胞 色素 c 的 已 知 等 电 点 为 9.6!20 , 肌 红 和 蛋白 的 两 个 已 知 等 电 点 为 7.2 和 6.8[21， 
B- 乳 球 蛋 白 A 的 已 知 等 电 点 为 5.1[79]。 用 它们 各 自 的 出 峰 时 间 对 其 等 电 点 作 线性 回归 ， 
即 可 获得 CIEFVMS 的 工作 曲线 。 因 为 实验 中 所 采用 的 条 带 移动 方法 是 阳极 电解 质 蔡 换 
结合 重力 移动 的 方法 ,这 种 方法 本 身 的 移动 速度 并 不 是 线性 的 ,但 在 小 的 pH 范围 内 可 以 
保持 良好 的 线性 关系 。 根 据 在 pH5~-7 和 pH6.5 一 10 范围 的 工作 曲线 ,可 以 方便 地 得 出 
细胞 色素 ec 的 两 种 亚 型 的 等 电 点 分 别 为 9.60 和 9.55; 肌 红 蛋 白 的 两 种 亚 型 的 等 电 点 分 别 
为 7.20 和 6.79;8B- 乳 球 蛋 白 A 的 两 种 亚 型 的 等 电 点 分 别 为 5.10 和 4.51。 对 这 些 亚 型 
的 分 析 情 况 总 结 在 表 10.2 中 。 
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图 10.24 用 CIEF/ESI.MS 方 法 分 析 细 胞 色素 c 肌 红 蛋 白 和 
B- 乳 球 和 蛋白 A 的 混合 物 (Pharmalyte 3.5 一 10) 


> 


表 10.2 用 CIEF-ESLMIS 方法 分 析 细 胞 色素 c、 肌 红 蛋 白 和 - 乳 球 蛋 白 A 的 混合 物 





蛋白 质 保留 时 间 /min “理论 分 子 质量 /Da “观测 分 子 质量 /Da 等 电 点 ”相对 含量 Z% 
细胞 色素 cl 6.50 12359.3 12362.0 9.60 75.7 
细胞 色素 c2 7.41 12359.3 12363.0 9.55 24.3 
肌 红 蛋白 1 48.29 16951.5 16952.0 7.20 80.7 
肌 红 蛋白 2 50.80 16951.5 16953.0 6.79 19.3 
8B- 乳 球 蛋 白 Al 61.14 18367.3 18364.0 5.10 90.2 
B- 乳 球 蛋 白 A2 64.76 18367.3 18364.0 二 9.8 


用 同样 的 方法 分 析 了 细胞 色素 c, 肌 红 和 蛋白 和 碳酸 栈 酶 开 (pT=5S.9) 的 混合 物 (图 
10.25)。 根 据 pH5.5 一 7.5 范围 内 的 工作 曲线 ,可 以 得 出 来 自 碳酸 栈 酶 正中 的 两 种 小 分 
子 杂质 ML 和 M2 的 等 电 点 分 别 为 6.153 和 5.55。 另 外 , 碳酸 栈 酶 开 在 实验 中 的 
CIEF/ESLMS 条 件 下 离子 化 非常 好 ,在 /zx 1100 一 2 000 范围 内 找到 了 它 的 +15 一 +26 
离子 。 有 趣 的 是 ,碳酸 栈 酶 开 并 没有 亚 型 存在 。 
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图 10.25 用 CIEFZMS 方 法 分 析 细 胞 色素 c\ 肌 红 和 蛋白 和 碳酸 栈 酶 开 的 混合 物 
(ML 和 M2 是 来 自 碳酸 酥 酶 正中 的 杂质 ) 


(一 ) 血红 蛋白 变种 的 CIEF WMS 分 析 


图 10.26 中 显示 了 分 别 用 pH3.5 一 10 和 pH5 一 8 的 两 性 电解 质 对 HbSs 和 HbA 混合 
物 的 CIEFVZMS 结果 。 尽 管 仅 仅 从 base peak 图 谱 看 起 来 它们 的 分 离 度 并 不 好 ,但 是 通过 
EIM 方法 对 HbSs 和 HbA 进行 分 别 的 监测 (选择 HbA 的 B 链 的 +12 离子 ,xz/z = 
1323.4; 对 于 HbS, 则 选择 其 B 链 的 +12 离子 ,mAz=1320.9) 时 则 可 发 现 ,这 主要 是 因为 
它们 各 自 还 有 三 种 彼此 之 间 等 电 点 非常 接近 的 亚 型 的 缘故 (图 10.26a) ,各 种 亚 型 之 间 的 
分 离 度 是 很 好 的 。 在 用 pH 梯度 更 窗 的 两 性 电解 质 进行 等 电 聚 焦 时 (图 10.26b) ,各 种 亚 
型 之 间 的 分 离 度 还 可 以 得 到 提高 。 进 一 步 对 每 一 种 亚 型 进行 分 析 发 现 ,HbS 的 三 种 亚 型 
的 电荷 分 布 情况 和 分 子 质 量 几 乎 完全 一 样 ;HbA 的 三 种 亚 型 的 电荷 分 布 情况 和 分 子 质量 
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10.26 用 CIEFVMS 方法 分 析 HbS 和 HbA 的 混合 物 
a.Pharmalyte 3.5 一 10;b.Pharmalyte 一 8 


为 了 确定 这 些 血红 蛋白 变种 的 亚 型 的 等 电 点 ,需要 加 入 标准 蛋白 与 之 共同 进行 等 电 
聚焦 ,然后 从 工作 曲线 得 出 它们 对 应 的 等 电 点 。 图 10.27 是 血红 蛋白 变种 与 细胞 色素 c 
及 肌 红 蛋白 的 混合 物 的 CIEFVMS 图 谱 , 图 10.28 是 经 线性 回归 得 出 的 工作 曲线 。 表 
10.3 总 结 了 这 些 血 红 和 蛋白 变种 的 亚 型 的 等 电 点 及 它们 各 自 的 相对 含量 。 对 于 这 些 血 红 
蛋白 的 亚 型 的 分 辨 还 未 见 任 何 文献 报道 。 

本 节 的 研究 中 采用 LPA 涂 层 的 毛细 管 来 消除 电 活 流 带 来 的 影响 ;用 移动 阳极 电解 质 
替换 结合 重力 影响 的 方法 来 进行 样品 条 带 的 移动 ;用 活动 式 毛细 管 位 置 调 整 的 方法 来 实 
现 CIEF 与 ESLMS 的 在 线 联 用 ;用 较 长 的 毛细 管 来 进行 等 电 聚 焦 。 所 有 这 些 技术 和 材料 
的 使 用 所 带 来 的 结果 就 是 : 超 高 的 等 电 点 分 辨 率 。 对 于 其 他 的 一 般 方 法 所 无 法 分 辨 的 等 
电 点 微小 差异 (如 ApT<0.05) ,可 以 比较 容易 地 区 分 。 如 尽管 HbA2 和 HbA3 亚 型 之 间 
的 等 电 点 差异 只 有 0.04 ,还 是 可 以 通过 CIEFVMS 得 到 近乎 基线 的 分 辩 。 
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图 10.27 用 CIEFVZMS 方 法 分 析 HbS、HbA、 细 胞 色素 c 和 肌 红 和 蛋白 的 混合 物 (Pharmalyte 3.5 一 10) 
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图 10.28 pH6.5 一 10 范围 中 的 线性 回归 


表 10.3 用 CIEF-ESILMS 方法 分 析 HbS 和 HbA 的 混合 物 (Pharmalyte 3.5 一 10) 


让 站 保留 时 间 理论 分 子 质量 “Da 观测 分 子 质量 /Da 二 昌 扣 相对 含量 
min 链 B 链 a 链 B 链 - ]% 
Hb Sl 46.57 151262 553 太 全 152X. 内 583R .0 7.26 10.70 
Hb S2 47.92 1 要 54 ol58372 edlSlagsoiasrii58370 7.18. 42:17 
Hb S3 48.86 151264 15837.29 EUResgu il553860 7 千 下 47.13 
_Hb Al 48.20 15126: 示 记 WilL5860s20 dsl2ga0usd15868s0 和 志 16.39 
Hb A2 49.12 15 志 65431 7215867 汉 1L5128.04 15867:0 7 信人 50.36 
Hb A3 49.88 14151264 iihl586702c jiL5L28s0ze pls868 0 7.07 33.25 


用 于 CIEFZMS 分 析 的 样品 的 制备 比较 简单 ,只 需要 将 蛋白 质 溶 于 1% 的 两 性 电解 质 

水 溶液 中 即 可 。 当 然 ,盐分 较 多 的 样品 (如 生理 样品 ) 必 须 经 过 脱盐 的 步 又 ,否则 分 辩 率 将 

有 不 同 程度 的 下 降 。 另 外 ,蛋白 质 的 浓度 不 能 太 大 ,一 般 宜 <0.2mgyml, 因 为 CIEF 方法 
.17 





本 身 就 有 条 带 浓 缩 的 效果 , 太 多 的 样品 不 仅 对 分 辩 率 有 很 大 的 影响 ,而 且 还 非常 容易 造成 
毛细 管 的 堵塞 。 

在 超 高 分 辩 率 条 件 下 ,采用 CIEFVMS 对 和 蛋白质 混合 物 进 行 分 析 还 发 现 了 另外 一 个 
非常 有 趣 的 现象 , 即 多 种 蛋白 质 在 CIEFVMS 分 析 中 都 发 现 有 不 同 的 亚 型 存在 。 对 于 这 
种 电荷 分 布 情 况 和 分 子 质量 完 全 相同 的 亚 型 的 存在 ,目前 还 没有 一 种 确切 的 解释 。 


pe， 


CEVXMS 联 用 技术 从 1987 年 问世 以 来 ,虽然 时 间 不 长 ,但 无 论 在 技术 上 还 是 应 用 上 都 
已 经 获得 了 长 足 的 进步 。 样 品 处 理 、 CE 分离、 接口 `MS 检测 等 环节 的 每 一 次 技术 发 展 和 
创新 ,都 会 给 生物 学 家 和 生化 学 家 们 带 来 惊喜 ,同时 也 进一步 拓宽 和 加 深 了 CEVXMS 在 这 
些 领域 中 的 应 用 ;而 人 们 在 应 用 CEV/MS 作 各 种 研究 的 时 候 所 发 现 的 问题 和 提出 的 改进 
设想 又 可 能 对 CEV/MS 技术 本 身 的 发 展 产生 不 可 估量 的 推动 作用 。 

CE 是 目前 为 止 分 辩 率 最 高 的 一 维 分 离 技术 ,而 MS 则 是 目前 最 灵敏 的 检测 技术 , 而 
且 MS 还 能 提供 丰富 而 精确 的 结构 信息 ,这 二 者 的 结合 所 产生 的 巨大 能 量 是 可 以 想像 的 。 
在 线 预 浓 缩 方 法 的 产生 解决 了 CE 上 样 量 小 的 问题 ;各 种 高 效率 接口 的 研制 和 应 用 极 大 
程度 地 提高 了 CE 向 MS 的 离子 转移 效率 ;多 种 CE 分 离 形式 为 不 同 物质 的 分 析 提 供 了 极 
大 的 自由 度 ;各 种 新 型 MS 仪器 的 不 断 发 展 解决 了 CE 的 "后顾之忧 ”。 所 有 的 这 一 切 令 
我 们 不 难 相 信 ,CEVZMS 将 成 为 高 精度 和 微量 分 析 中 不 可 或 缺 的 技术 。 

质谱 仪器 的 发 展 还 将 进一步 朝 着 高 灵敏 度 、 高 精确 度 、 高 分 析 速 度 和 更 强 的 多 级 质谱 
能 力 等 方向 发 展 。 今 后 小 型 化 的 IT-MS 将 成 为 一 般 生 物 学 实验 室 的 常用 仪器 ,因为 其 简 
单 及 操作 易 用 性 可 以 广 为 生 物 学 家 们 所 接受 ;而 FTICR-MS 及 Q-TOF-MS 等 高 端 质谱 仪 
器 将 在 更 加 艰难 和 复杂 的 分 析 任 务 中 显示 它们 的 不 凡 实力 。 另 外 ,ACE7ZMS 技术 还 具有 
很 大 的 潜力 , 若 能 结合 MFD 设备 作 进 一 步 的 发 展 ,利用 多 功能 “CE 芯片 "与 MS 联 用 进 
行 高 通 量 大 规模 自动 化 临床 和 药物 分 析 将 不 再 是 梦想 。 而 最 近 出 现 的 高 分 辩 率 
CIEFAESLEFTICR-MS 技 术 使 我 们 看 到 了 CEVZMS 方法 在 蛋白 质 组 分 析 方 面 的 巨大 潜力 
和 优势 , 若 相 应 的 数据 处 理 技 术 和 数据 库 搜 索 的 计算 机 算法 能 得 到 更 快 的 发 展 , 它 必 将 受 
到 和 蛋白质 组 研究 者 的 更 加 广泛 的 关注 和 应 用 。 不 妨 让 我 们 作 一 个 大 胆 的 设想 :若干 年 后 ， 
完全 自动 化 的 整合 型 CE/MS 仪器 将 出 现在 普通 的 生物 学 实验 室 里 。 


( 刘 者 ) 
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第 十 一 章 毛细 管 电泳 在 熏 白 质 磷酸 化 
和 糖 基 化 分 析 中 的 应 用 


蛋白 质 翻 译 后 修饰 是 影响 蛋白 质 结 构 和 功能 的 重要 因素 ,在 生物 化 学 途径 的 调控 中 
起 关键 作用 。 而 蛋白 质 磷 酸化 和 糖 基 化 为 最 常见 的 两 种 翻译 后 修饰 ,分 析 鉴 定 蛋白 质 磷 。 
酸化 和 糖 基 化 是 盖 明 他 们 如 何 调控 生命 活动 的 重要 环节 。 目 前 已 有 许多 方法 手段 分 析 鉴 
定 这 两 种 蛋白 质 修 饰 。 在 本 章 ,我 们 只 讨论 毛细 管 电泳 (CE) 方 法 ,并 且 重 点 介绍 我 们 实 
验 室 的 一 些 工作 。 


第 一 节 毛细 管 电泳 分 析 多 肽 和 有 蛋白质 磷酸 化 
ER 


蛋白 质 可 逆 磷 酸化 是 最 普遍 最 重要 的 一 种 蛋白 质 翻 译 后 修饰 (PITIM)。 在 哺乳 细胞 
中 大 约 有 173 的 蛋白 质 被 认为 是 磷酸 化 修饰 的 J。 和 蛋白 质 可 逆 磷 酸化 在 胞 外 信息 传递 到 
核 内 ,细胞 生长 分裂 分 化 代谢 和 癌症 的 产生 等 生命 活动 过 程 中 起 着 关键 的 作用 口 -3， 
对 众多 蛋白 质 生物 化 学 功能 担负 开 / 关 调控 责任 , 它 是 一 种 普遍 的 调控 机 制 。 当 调控 蛋白 
质 或 酶 被 特定 的 蛋白 激酶 在 特定 位 点 上 磷酸 化 ,该 蛋白 质 或 酶 就 被 激活 ,或 被 抑制 ,或 被 
标记 上 了 其 他 调节 因子 作用 的 靶 记 号 呈 。 估 计 细 胞 内 大 约 90% 的 磷酸 化 出 现在 丝 氮 酸 
残 基 ,9.9% 出 现在 苏 氨 酸 残 基 ,0.1% 在 酷 氨 酸 残 基 "' 9。 然 而 ,目前 仅 有 有 限 的 磷酸 化 
蛋白 是 已 知 的 ,而 且 许多 涉及 和 蛋白 磷酸 化 激酶 和 磷酸 酯 酶 的 专 一 性 , 亦 即 它们 的 蛋白 质 底 
物 仍 不 清楚 。 其 主要 原因 之 一 是 蛋白 质 磷酸 化 分 析 一 直 是 一 个 技术 挑战 。 虽 然 Edman 
降解 氨基 酸 序列 自动 分 析 技术 目前 已 十 分 成 熟 ,但 由 于 抽 提 氨基 酸 PTH 衍生 物 的 有 机 
剂 不 能 有 效 抽 提亲 水 的 磷酸 氮 基 酸 PTH 衍生 物 ,因此 采用 当前 的 蛋白 质 测序 标准 步骤 不 
能 分 析 磷 酸 氮 基 酸 及 其 位 点 。 而 且 , 至 今 没 有 一 个 改进 的 自动 测序 方法 对 3 种 主要 的 磷 
酸 氨基 酸 , 即 磷酸 丝氨酸 (pSer)、 磷 酸 苏 氨 酸 (pThr) 和 磷酸 酷 氨 酸 (pTyr)( 图 11.1) 鉴 定 
都 通用 。 传 统 的 方法 是 在 体外 用 纯化 的 蛋白 激酶 标记 放射 性 2P 于 所 研究 的 蛋白 质 或 在 
体内 作 “P 代谢 标记 细胞 ,然后 酶 解 标 记 的 蛋白 质 ,分 离 磷酸 化 肽 ,最 后 结合 磷酸 氨基 酸 
分 析 和 手工 Edman 降解 氨基 酸 序列 分 析 , 在 每 一 测序 循环 检测 放射 性 丢失 ,鉴定 磷酸 氨 
基 酸 残 基 和 位 点 。Meyer 等 用 气相 蛋白 质 顺序 仪 固 相 非 放射 法 分 析 磷 酸 酷 氨 酸 ["。 但 是 
由 于 磷酸 酷 氨 酸 PTH 衍生 物 在 反 相 HPLC 柱 上 出 峰 很 宽 , 且 峰 只 比 基 线 稍 高 一 些 ,难以 二 
得 到 肯定 的 鉴定 。 为 此 ,他 们 用 毛细 管 电泳 进一步 验证 序列 仪 反 相 柱 流出 液 中 是 否 存在 
磷酸 酷 氨 酸 PTH 衍生 物 。 我 们 报道 了 一 种 有 效 的 毛细 管 电泳 方法 [51 ,可 以 在 低 pmol 范 
围 同 时 非 放 射 分 析 3 种 常见 PTH -磷酸 氮 基 酸 , 进 而 可 分 析 蛋 白质 或 多 肽 中 的 磷酸 氮 基 
酸 。 还 可 用 此 方法 侦 测 磷酸 化 和 蛋白酶 解 产 物 中 磷酸 化 肽 段 。 
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图 11.1 常见 3 种 磷酸 氨基 酸 结构 


工业 贡 9 1.5 科 


FL -磷酸 丝氨酸 、 工 - 磷 酸 苏 氨 酸 、 工 -磷酸 酷 氨 酸 、 牛 B- 酷 和 蛋白、 卵黄 高 磷 和 蛋白 。 顺 
序 级 葵 异 硫 氰 酸 酯 (PITC) 、 乙 且 、 三 氟 乙 酸 和 乙酸 乙 酯 为 ABI(Applied Biosystems ) 公司 
的 产品 。 

G@ 七 肽 Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly (Kemptide) 六 肽 Lys-Arg-Thr-Leu-Arg-Arg 
(hexapeptide) 蛋白 激 酶 A 催化 亚 基 和 和 蛋白 激酶 C 均 为 Sigma 公司 产品 。 含 磷酸 酷 氮 酸 
残 基 的 合成 肽 (phosphorylated hendecapeptide)Glu-Asp-Asn-Glu-Tyr(POH)-ThrAla-Arg- 
Gln-Gly-Ala 由 意大利 Lorenzo A. Pinna 教授 赠送 。 

包 丝 氨 酸 磷酸 化 肽 Leu-Arg-Arg-Ala-Ser(POH)-Leu-Gly(kemptide-P) 和 苏 氨 酸 磷 酸 
化 肽 Lys-Arg-Thr(PO3H)-Leu-Arg-Arg(hexapeptide-P) 为 本 实验 室 分 别 用 蛋白 激酶 A 催 
化 亚 基 和 和 蛋白 激酶 C 催化 磷酸 化 相应 底 物 肽 ,然后 用 HPLC 纯化 而 得 。 


二 反 筋 不同 的 计 


(1) 部 分 酸 水 解 

水 解 和 衍生 均 在 Waters Pico. Tag Work Station 上 进行 。 和 蛋白 或 多 肽 样品 先 吸 入 
5mmx50mm 硼 硅 酸 玻璃 管 底部 ,然后 将 玻璃 管 放 人 水 解 反 应 瓶 ,真空 抽 干 。 吸 250 吕 
5.7molZL 恒 沸 盐酸 ( 含 1% 重 蒸 茶 酚 ) 于 反应 瓶 底 部 。 小 心 抽 气 至 盐酸 溶液 开始 骨气 泡 ， 
关闭 真空 闪 ,打开 高 纯 氮 气 阀 充 氮气 。 如 此 重复 两 次 后 ,密封 反应 瓶 , 放 人 110 反应 鸡 
中 ,水 解 1.5Sh。 取 出 冷 至 室温 ,高 真空 下 抽 王 。 
(2) PTH 衍生 反应 

磷酸 氨基 酸 PTH 衍生 反应 基本 按照 Meyer 方 法 [] 。 

条 件 溶液 1: 以 体积 比 2:2:1 混合 乙醇 、 三 乙 胺 和 水 ; 

条 件 溶液 2: 以 体积 比 8:1:1 混合 乙醇 、 三 乙 胺 和 水 ; 

衍生 溶液 :以 体积 比 7:1:1:1 混 合 乙醇 、 三 乙 胺 .水 和 PITC。 

衍生 步骤 : 

加 10 条 件 溶 液 1 于 部 分 酸 水 解 后 抽 王 的 样品 管 , 稍 后 高 真空 下 抽 王 (真空 度 小 
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于 0.04mbar)。 重 复 此 步骤 一 次 。 

@ 加 10 由 条 件 溶液 2 , 充 高 纯 氮 。 密 封 反应 瓶 后 ,室温 放置 Smin。 

@ 加 10 岂 衍生 溶液 , 充 高 纯 氮 ,50C 下 保温 Smin。 高 真空 下 抽 王 (真空 度 小 于 
0.04mbar)。 

国 加 50 岂 乙酸 乙 酯 , 轻 轻 旋转 样品 管 ,然后 倒 出 乙酸 乙 酯 。 稍 微 抽 王后 ,重复 该 洗涤 步 又。 

@ 加 50 20% 三 氟 乙 酸 , 充 高 纯 氮 。 密 封 反 应 瓶 后 ,530C 下 保温 30min。 高 真空 下 抽 王 。 
(3) 毛细 管 电泳 分 析 PTH - 磁 酸 氨基 酸 

将 PTH 衍生 物 溶 于 20% 乙 且 , 0.1% 三 氟 乙 酸 , 23mmolML NaCl 样品 溶液 中 。 和 毛细 
管 为 熔融 石英 管 , 总 长 72cm, 有 效 长 度 ( 进 样 端 至 检测 器 )50cm, 内 径 S0pnm; 电泳 缓冲 
液 :25Smmol[L NaEPPO4-H3PO,，pH2 .5,1SmmolML NaCl; 电 压 : - 22kV; 电 压 极 性 : 负 ; 检 
测 波长 :26lnm; 毛细 管 恒温 温度 :(30+0.2)C。 


四 、 结 果 和 讨论 
1. 毛细 管 电泳 分 离 PTH -磷酸 氨基 酸 


在 pH2.5 的 电泳 缓冲 溶液 中 ,所 有 这 3 种 PTH -磷酸 氨基 酸 都 带 负 电荷 ， 而 其 他 
77337775 PIH- 氨基酸 带 正 电 荷 或 不 带电 荷 。 当 施加 

昌 etpm “PAGES EoF 一 负 相 电 压 时 ,只 有 PTH- 磷 酸 氨基 酸 道 电 滩 
++++++++++r+tyyfy+r+rtr+ 流 方向 迁移 ,通过 检测 器 而 被 检测 ,而 其 他 
PTH- 毛 基 酸 顺 电 渗流 方向 迁移 ,不 会 通过 






村 UV 
11.2 ”毛细管 电泳 分 析 检测 器 (图 11.2)。 因 此 ,这 种 磷酸 氨基 酸 分 
PTH -磷酸 氨基 酸 示意 图 析 方 法 的 选择 性 较 高 。 图 11.3 为 三 种 常见 
磷酸 氨基 酸 (pSer、pThr 和 pTyr) 的 PTH 衍生 物 毛 细 管 电泳 分 离 图 。 
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图 11.3 毛细 管 电泳 分 离 PTH -磷酸 氨基 酸 11.4 间隙 进 样 技 术 同 时 分 析 
磷酸 丝氨酸 、 磷 酸 苏 氨 酸 和 磷酸 酷 氨 酸 各 2nmol 混合 ， 不 同 浓度 PTH -磷酸 酷 氨 酸 


用 PITC 衍生 。 衍 生物 溶 于 20l 样品 溶解 液 中 ,真空 进 ”磷酸 栈 氨 酸 1, 2, 3, 4 和 Snmol, 分 别 用 PITC 衍生 。 衍 
样 2s( 约 7nl)。 条 件 : 熔 融 石英 毛细 管 ,总 长 72cm, 有 效 ”生物 分 别 溶 于 40Ml 样品 溶解 液 中 。 每 一 样品 真空 进 样 
长 度 50cm, 内 径 50um; 电泳 缓冲 液 : 2Smmol[L 2s。 进 样 方法 : 进 样 第 一 号 样品 一 电泳 2min- 停 止 电 
NaEHPPO-HPO,,15mmolML NaCl, pH2 .5; 电 泳 电压 ; 泳 一 进 样 第 二 号 样品 一 电泳 2minr-> 停 止 电泳 …… 一 进 

-22kV; 检 测 波长 :261lnm 样 第 五 号 样品 ~ 电泳 并 记录 电泳 图 。 其 余 条 件 同 图 11.3 
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2. 定量 分 析 磷 酸 氨基 酸 的 线性 关系 


利用 毛细 管 电泳 间隙 进 样 技术 忆 可 以 一 次 同时 电泳 同一 种 磷酸 氮 基 酸 但 不 同 浓度 
的 PTH 衍生 物 , 这 样 既 快速 又 准确 地 获得 定量 关系 。 图 11.4 是 采用 该 间 际 进 样 技术 , 同 
时 电泳 $ 个 浓度 的 磷酸 酷 氨 酸 PTH 衍生 物 的 电泳 图 谱 。 上 述 3 种 磷酸 氨基 酸 的 浓度 
(25 一 250wumolLL 范围 ) 与 其 PTH 衍生 物 毛细 管 电泳 UV 吸收 峰 高 一 次 线性 回归 曲线 的 
线性 相关 系数 均 大 于 0.992(2 =6)。 磷 酸 酷 氨 酸 、 磷 酸 苏 氨 酸 和 磷酸 丝氨酸 的 质量 检测 
限 分 别 为 170fmol、350fmol 和 700fmol( 指 吸入 毛细 管 的 绝对 量 )。 


3. 多 肽 及 蛋白 质 中 磷酸 化 氨基 酸 的 分 析 
当 2nmol Kemptide-P 经 1.Sh 酸 水解 , 用 PITC 衍生 后 ,CE 分 析 证 实 Kemptide-P 为 


丝氨酸 磷酸 化 肽 (图 11.5a)。 图 11.5b 和 图 11.5Sc 
分 别 是 对 磷酸 化 肽 hexapeptide-P 和 磷酸 化 十 一 肽 | 
分 析 结 果 ,证 实 他 们 分 别 含 磷酸 苏 氨 酸 残 基 和 磷酸 
栈 氨 酸 残 基 。 牛 B- 栈 蛋白 是 天 然 的 磷酸 化 蛋白 ， He 
有 209 个 氨基 酸 残 基 , 其 中 有 5 个 丝氨酸 残 基 被 磷  。 
酸化 。 约 lnmol 牛 B- 栈 蛋白 直接 经 酸 水 解 1.Sh 衍 2 
生 。 和 毛细 管 电泳 分 析 证 实 它 是 丝氨酸 磷酸 化 蛋白 ds 
(图 11.5d)。 鸡 卵黄 高 磷 蛋 白 有 271 个 氮 基 酸 残 RN 
基 , 是 磷酸 化 程度 最 高 的 天 然 磷酸 化 蛋白 之 一 ， 。 
10% 的 残 基 被 磷酸 化 。 毛 细 管 电泳 分 析 显 示 它 含 ee 
酸 丝氨酸 残 基 (图 11.Se)。 

水 解 条 件 是 分 析 磷 酸化 肽 和 磷酸 化 蛋白 的 最 ，， 本 


关键 因素 。 在 给 定 的 水 解 条 件 下 , 某 一 磷酸 氨基 酸 
的 水 解 回收 率 对 于 不 同 的 肽 或 蛋白 质 是 不 同 的 。 。 
磷酸 丝氨酸 的 回收 率 尤 其 依赖 于 肽 的 序列 [401 ,而 
且 磷 酸 丝氨酸 对 强酸 的 敏感 性 ( 指 发 生 B -消除 或 
磷酸 酯 水 解 ) 高 于 磷酸 苏 氨 酸 和 磷酸 酷 氨 酸 , 这 使 
得 对 其 分 析 尤为 困难 。 对 大 多 数 磷 酸化 肽 来 说 ,通关 rr 
常 水 解 1~3h 可 得 到 较 好 的 磷酸 化 氨基 酸 回收 率 。 in 
对 于 特定 的 磷酸 化 蛋白 或 磷酸 化 肽 , 欲 获得 最 大 的 图 11.5 下 分 析 肽 或 重 日 质 中 韭 酸 氨基 酸 
碍 酸 氨 基 酸 回收 率 ,需要 优化 水 解 条 件 (温度 .时 间 。roaee 和 全 
和 酸 浓度 )。 分 析 重 白质 中 斐 酸 氨基 酸 , 也 可 先 用 波 中 ( 除 图 11.5B 外 )。a.2nmol 全 Kemptide- 
测序 级 的 高 纯度 蛋白 水 解 酶 将 待 分 析 的 蛋白 质 降 P 进 样 ss，b 2amol heapeptideP 进 样 4 
解 成 肽 ,然后 对 肽 混合 物 进行 酸 水 解 。 这 样 磷酸 氮 .lnmol 含 磷酸 酷 氨 酸 十 一 肽 , 进 样 1s; 
基 酸 回收 率 有 可 能 高 于 直接 酸 水 解 待 分 析 的 蛋白 d.lnmol B- 酷 蛋白 , 进 样 2sie.0.5nmol 卵黄 高 
质 。 这 时 ,为 排除 蛋白 水 解 酶 样品 含有 的 杂质 蛋白 研 草 白 , 衍 生物 溶 于 10 样品 溶解 液 中 , 进 样 
是 磁 酸 化 蛋白 ,最 好 做 对 照 实验 。 另 外 ,所 用 的 蛋 入， 全 全 人 和 
白水 解 栈 还 应 当 不 含 磅 酸 酯 酶 杂质 蛋白 。 标准 各 进 样 2s。 其 人 条件 同 图 11.3 

< 和。 


第 二 节 “毛细 管 电泳 分 析 单 糖 和 豪 粮 
入 条 潭 介 


治疗 疾病 用 的 一 系列 重组 糖 蛋白 如 重组 促 红 细胞 生成 素 (rEPO)、 重 组 组 织 纤 溶 酶 原 
激活 物 (rrPA) 等 在 临床 的 成 功 应 用 ,以 及 其 他 药 用 重组 糖 蛋白 的 研发 ,日 益 激 发 人 们 对 
糖 蛋 白 中 糖 部 分 的 性 质 的 关注 和 兴趣 。 愈 来 愈 多 的 证 据 表 明 这 些 守 糖 链 的 组 成 和 结构 影 
响 糖 蛋白 的 特性 和 生物 活性 , 糖 基 化 在 细胞 识别 和 免疫 应 答 中 起 重要 作用 。 图 11.6 给 出 
在 糖 蛋白 和 有 蛋白 聚 糖 中 常 出 现 的 单 糖 及 其 结构 。 糖 蛋白 中 的 寡 糖 链 就 是 这 些 单 糖 通过 
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图 11.6 糖 蛋白 或 蛋白 聚 糖 中 的 常见 单 糖 及 其 结构 


相生 





j un- 或 B- 糖 苷 键 以 及 不 同 的 支 链 形式 连接 成 结构 复杂 的 寡 聚 物 。 糖 链 经 N -糖苷 键 与 多 
| 肽 的 天 冬 酰 氨 残 基 侧 链 连 接 ,或 经 O -糖苷 键 与 多 肽 的 氢 基 酸 残 基 的 产 基 连接 ,如 通常 与 
丝氨酸 或 苏 氨 酸 残 基 侧 链 上 羟基 连接 ,有 时 与 产 睛 氨 酸 或 产 赖 氨 酸 残 基 的 羟基 相连 。 
N - 糖 基 修饰 几乎 总 出 现在 Asn-X-SerZThr 三 肽 序列 (这 里 X 为 除 Pro 或 Asp 外 的 任何 氮 
基 酸 残 基 )11; 相反 ,对 于 O - 糖 基 修 饰 , 目前 还 没 鉴定 到 类 似 的 糖 基 转 移 酶 底 物 识别 序 
列 。 一 般 N -连接 诊 糖分 为 三 大 类 , 即 高 甘露 糖 型 复杂 型 、 杂 合 型 41。 图 11.7 对 每 一 
类 N -连接 寡 糖 糖 型 列举 一 个 代表 性 例子 。 从 图 11.7 可 见 , 这 三 类 N -连接 糖 型 都 有 一 
个 相同 的 保守 的 由 五 元 糖 构成 的 核心 结构 , 即 Manal->3(Manal->6)ManBl-~4GlcNAcB1 
一 4GlcNAc。 不 同 N -连接 寡 糖 链 就 是 在 这 五 元 糖 核心 结构 基础 上 进行 不 同 的 分 支 和 延 
伸 而 形成 的 。 而 与 N -连接 寡 糖 链 相 比 , O -连接 寡 糖 链 短 ,但 结构 多 变化 ,没有 一 致 的 核 
心 结构 为 O -连接 寡 糖 共同 享有 L2] ,这 使 O -连接 寡 糖 链 结构 的 分 析 更 加 困难 。 
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图 11.7 糖 蛋白 中 N -连接 朝 糖分 类 


糖分 子 有 两 个 特性 。 一 是 缺乏 常规 紫外 吸收 基 团 和 荧光 基 团 ,只 在 低 紫 外 波长 (如 
195nm) 范 围 才 有 光 吸 收 ;二 是 除 酸 性 糖 ( 如 唾液 酸 、 和 葡萄糖 醛 酸 、 半 乳糖 醛 酸 和 磺 酸 化 修 
饰 糖 等 ) 外 ,糖分 子 因 其 羟基 解 离 常 数 极 小 (10 荆 一 10 -2) ,是 非常 弱 的 酸 , 只 在 强 碱 条 件 
下 (pH>12) 由 于 羟基 的 微弱 电离 593] 而 带 部 分 电荷 。 另 外 ,糖分 子 能 与 硼酸 盐 形成 带 负 
电荷 的 复合 物 。 基 于 第 一 个 特性 ,检测 糖分 子 的 方法 分 衍生 化 法 和 非 衍 生化 法 两 类 。 前 
者 包括 紫外 l4-16] ,荧光 和 激光 诱导 荧光 检测 法 [7, 181 ; 后 者 包括 直接 紫外 法 409, 201 间接 
紫外 法 [2 间接 荧光 法 C221 、 化 学 检测 法 [231 和 折射 法 等 。 基 于 第 二 个 特性 ,可 以 用 硼酸 盐 
或 高 碱 性 (如 NaOH) 缓 冲 液 为 毛细 管 电泳 液 ,使 不 同 结构 的 糖分 子 具 有 不 同 的 电 迁 移 率 
而 得 以 分 离 。 当 然 , 知 衍生 试剂 本 身 带电 荷 ,那么 衍生 化 不 仅 为 糖分 子 提供 紫外 吸收 基 团 
或 荧光 基 团 ,同时 还 提供 电 迁 移 必 要 的 电荷 ,因而 电泳 缓冲 液 不 必 局 限于 硼酸 盐 或 强 碱 性 
(如 NaOH) 溶 液 。 

目前 ,有 三 种 化 学 衍生 方法 衍生 糖化 合 物 。 最 常见 的 是 还 原 胺 化 法 94-16 ,以 及 工 - 
葵 基 - 3 - 甲 基 - $ - 吡 哗 酮 (1-phenyL3-methyL-S-pyrazolone， PMP) 缩 合法 524 和 羧基 化 糖 与 
胺 缩合 法 局] 。 图 11.8 列 出 了 常用 的 糖分 子 衍生 剂 ,紫外 检测 波长 ,激光 诱导 荧光 检测 的 
激发 波长 和 发 射 波 长 以 及 有 关 的 部 分 参考 文献 。 图 11.9 显示 了 还 原单 糖 与 AMAC 还 原 
胺 化 的 反应 历程 。 还 原 糖 的 醛 基 与 衍生 试剂 的 氨基 反应 形成 Schiff 碱 。Schiff 碱 的 形成 

“2 和 





是 动力 学 快速 平衡 反应 ,但 热力 学 不 利 。 因 此 用 硼 氰 氢化 钠 不 断 地 还 原平 衡 反 应 产物 
Schiff 碱 ,迫使 衍生 反应 进行 完全 ,形成 稳定 的 二 级 胺 :7 。 还 原 反 应 可 能 是 该 生生 反应 的 
总 限 速 步骤 B7]。 为 使 反应 完全 ,并 避免 二 级 胺 进一步 与 醛 基 反 应 ,反应 体系 中 应 有 至 少 


5 倍 过 量 的 衍生 试剂 存在 :3281 。 

从 糖 蛋白 释放 单 糖 的 常用 方法 是 酸 水 解 。 也 可 用 一 系列 的 针对 某 一 单 糖 残 基 及 其 连 
接 于 糖 链 上 的 方式 (如 -或 B- 糖 苷 键 ,1,3 或 1,4 连接 ,等 等 ) 专 一 的 外 切 糖苷 水 解 酶 从 
糖 链 的 非 还 原 端 逐步 切除 单 糖 '2”， 。 酸 水 解 主要 用 于 糖 蛋白 的 单 糖 组 成 分 析 , 而 外 切 糖 
苷 水 解 酶 法 主要 用 于 某 一 守 糖 的 糖 序列 (结构 ) 分 析 。 释 放 完整 糖 链 的 方法 有 碱 降解 法 “ 
(B- 消 除 反 应 )、 剥 解法 和 内 切 糖 苷 水 解 酶 酶 切 法 :2] (用 N -糖苷 水 解 酶 切除 N -连接 寡 
糖 链 , O -糖苷 水 解 酶 切除 O -连接 寡 糖 链 ) 。 如 果 选 用 肝 解 法 ,需要 对 有 剧 解 的 产物 重 乙酸 
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图 11.8 常见 糖分 子 衍 生 剂 
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图 11.9 还 原单 糖 与 AMAC 还 原 胺 化 反应 历程 示意 图 
表 11.1 列 出 分 别 从 完整 糖 蛋白 和 纯化 的 寡 糖 酸 水 解释 放 单 糖 的 通常 条 件 '3' 1。 


表 11.1 从 完整 糖 蛋白 和 纯化 的 喜糖 酸 水 解释 放 单 糖 的 条 件 


单 精 完整 糖 蛋白 纯化 的 寡 糖 

唾液 酸 0.lmolML TFA, 80C ,0.5 一 lh 0.1lmolML TFA, 80C ,0.5 一 1h 
中 性 糖 2molML TFA, 100 ，5S$h 2molL TFA, 100C ，1 一 3h 
氨基 糖 4mol/L HCL, 100C ，3h 4mol/L HCL， 100C ，1h 


对 于 乙酰 氨基 糖 的 分 析 , 酸 水 解 后 ,为 了 重新 得 到 六 -乙酰 所 基 葡 萄 糖 和 -乙酰 氢 
基 半 乳糖 ,也 需要 进行 重 乙酰 化 反应 。 进 行 稍 大 规模 (对 于 几 毫 克 到 数 十 毫克 糖 蛋 白 分 
析 ) 重 乙酰 化 反应 及 其 反应 后 样品 脱盐 可 参考 本 文 和 文献 [17] ; 而 进行 小 规模 (对 于 几 微 
克 到 数 十 微克 糖 蛋白 分 析 ) 重 乙酰 化 反应 时 "081 ,用 Sul 25mmolML (pH9.5) 碳 酸 盐 溶液 将 
(D) SDS- PAGE/12D-Gel 分 离 
(2) 电 转 移 于 PVDF 膜 上 
(G3) 膜 上 糖 蛋白 染色 
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图 11.10 毛细 管 电泳 分 析 PVDF 膜 上 糖 蛋白 中 单 糖 成 分 流程 图 
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酸 水 解 后 单 糖 混合 物 冻 干 重新 溶解 ,加 2 已 无 水 乙酸 栈 , 室 温 反应 30min 后 , 冻 干 ,再 经 本 
生 反 应 后 ,直接 用 毛细 管 电泳 分 析 ,就 可 得 到 较 好 结果 。 

如 果 需 要 分 析 混 合 物 中 某 一 糖 蛋白 的 糖 组 成 ,可 用 SDS-PAGE 电泳 (对 于 更 复杂 的 
蛋白 质 混合 物 , 如 组 织 或 细胞 的 蛋白 抽 提 物 , 用 2-D Gel 电泳 ) 分 离 纯 化 蛋白 , 电 转 移 分 离 
的 蛋白 质 于 聚 偏 二 氛 乙 烯 (PVDF) 膜 上 ,运用 糖 蛋白 染色 法 [4-4] 检 测 膜 上 糖 蛋白 条 带 
(点 )。 从 平行 实验 得 到 的 另 一 张 经 考 马 斯 亮 蓝 染 色 的 PVDF 膜 上 割 下 感 兴趣 的 糖 蛋白 
条 带 ( 点 ) , 酸 水 解释 放 糖 蛋白 中 的 单 糖 。 最 后 ,用 毛细 管 电泳 分 析 单 糖 衔 生物 。 实 验 流程 ， 
见 图 11.10。 
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@ 单 糖 : N -乙酰 氨基 半 乳 糖 (GalNAc) , 木 糖 (Xyl) ,核糖 (Rib) , N -乙酰 氨基 葡萄 糖 
(GlcNAc) ,葡萄 糖 (Glc) ,甘露 糖 (Man) ,阿拉 伯 糖 (Ara) , 岩 藻 糖 (Fuc) , 半 乳 糖 (Gal) ,葡萄 
糖 醛 酸 (GlcUA) , 半 乳 糖 醛 酸 (GalUA) 和 5- N -乙酰 氨基 唾液 酸 (Neu5Ac)。 

@) 聚 糖 : 葡 聚 糖 (Dextran ,平均 相对 分 子 质量 为 S23 000 ) 。 

@ 和 衍生 剂 :2 -氨基 喧 酮 (2-Aminoacridone，AMAC ) ,8 -氨基 蔡 基 - 1,3,6= 三 磺 酸 盐 
(8-aminonaphthalene-1,3,6-trisulfonate，ANTS)。 

由 糖 蛋 白 : 火 鸡 卵 白 蛋 白 (Sigma 产品 AS015 ) ,核糖 核酸 酶 B,a -酸性 糖 蛋 白 (ai- 
AGP) ,人 尿 胰 蛋白 酶 抑制 剂 (hu-UTI)., 重 组 人 促 红细胞 生成 素 (rhuEPO)。 

回 江浙 蜡 蛇毒 蛋白 :江浙 量 蛇 毒 粗 品 经 硫酸 接 反 透 析 沉 淀 得 到 蛇毒 蛋白 混合 物 。 

@@ 其 他 试剂 :四 氢 呐 喃 (THF) ,二 甲 亚 砚 (DMSO) ,三 氟 乙 酸 (TFA) ,无 水 乙酸 栈 , 确 
氰 氢化 钠 ,硼酸 ,硼砂 , 冰 乙 酸 。 


(1) 无 水 腹 的 制备 

30g 80% 肝 ,150 g 甲苯 及 150 g 氧化 钙 在 圆 底 烧 瓶 内 混合 ,室温 放置 过 夜 。 混 合 物 在 
装 有 氢 氧 化 钠 干 燥 管 的 回流 装置 回流 1h 后 ,蒸馏 ,收集 93 一 94C 饮 份 。 甲 茶 与 无 水 肝 分 
层 , 收 集 下 层 无 水 肝 , 密 封 , 置 4 暗 处 保存 。 
(2) 糖 蛋 白 肝 解 释放 完整 N -连接 寡 糖 

将 1 一 2mg 糖 蛋白 置 于 安 阁 瓶 , 加 入 lml 新 制 无 水 肝 溶 解 , 充 高 纯 氮 , 封 管 ,100C 反 
应 8 一 10h。 转 移 肝 解 产物 于 1.$ml 的 Eppendorf 管 ,离心 冷冻 干燥 。 加 400 岂 l 甲苯 , 振 
功 ,离心 冷冻 干燥 。 : 
(3) 酸 水 解 寒 糖 及 重 乙酰 化 

转移 肝 解 后 的 样品 于 一 洁净 安 额 瓶 , 溶 于 lml 2molL 三 氟 乙 酸 , 充 高 纯 氮 , 封 管 ， 
1007C 水 解 1 一 3h。 离 心 冷 冻 干 燥 后 ,加 lml 饱和 碳酸 氢 钠 溶解 ,加 10 岂 无 水 乙酸 栈 , 混 - 
义 , 反 应 10min。 重 复 3 次 后 ,将 反应 物 过 Bio-Rad RG-501-X8(H+ ) 柱 ,用 5 倍 床 体积 的 ， 
Mill-Q 水 洗 脱 柱 。 合 并 流出 液 和 洗 脱 液 ,离心 冷冻 干燥 。 
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(4) 酸 水 解释 放 糖 蛋白 中 的 唾液 酸 

分 别 取 lnmol w-AGP,hu-UTI 和 rhu-EPO 于 3 只 0.S$ml Eppendorf 管 ,离心 冷冻 干 
燥 , 各 加 100xl 0.1molML TFA。 在 80C 水 浴 保 温 反应 0.5 至 1.0h, 离 心 冷冻 干燥 。 
(5) 酸 水 解释 放 PVDF 膜 上 糖 蛋白 中 单 糖 

将 SDS-PAGE 分 离 并 电 转 移 至 PVDF 膜 上 的 蛋白 用 考 马 斯 亮 蓝 ( 0.1% R-250， 
50% 甲 醇 ) 染 色 3min, 然 后 用 50% 甲醇 ,10% 乙 酸 溶液 脱色 ,水洗 3 一 4 次 后 ,了 晾 干 。 用 洁 
净 的 剪刀 前 下 糖 蛋白 条 带 , 并 将 该 条 带 剪 成 2 一 3mm 宽 , 长 0.5 一 0.8cm 小 条 带 , 放 人 一 
只 0.5ml Eppendorf 管 ,加 200 岂 0.lmolLL TFA, 密 封 , 置 80 人 水 浴 反 应 40min。 将 水 解 
液 转 移 至 另 一 只 0.$ml Eppendorf 管 ， 再 用 200ml 水 分 两 次 浸 洗 PVDF 膜 , 合 并 水 解 液 与 
浸 洗 液 ,离心 冷冻 干燥 ,放置 - 207 竺 衍生 分 析 唾 液 酸 。 将 PVDF 膜 小 条 带 转移 至 一 洁 
净 Semx Smnm 硼 硅 酸 盐 玻璃 水 解 管 底部 ,加 200wl 2mol[L TFA。 然 后 将 水 解 管 放 人 水 解 
瓶 ,密闭 水 解 瓶 , 置 100 反 应 釜 ,水 解 4h。 淮 至 室温 后 ,吸出 水 解 液 人 0.5ml Eppendorf 
管 ,用 200ml 水 分 两 次 浸 洗 PVDF 膜 ,合并 水 解 液 与 浸 洗 液 ,离心 冷冻 干燥 ,放置 -207 待 
衍生 分 析 中 性 糖 。 
(6) 单 糖 AMAC 衍生 

向 已 冻 王 的 单 糖 样品 中 加 $Jl 50mmolML AMAC( 溶 于 HAc/DMSO,37417) 及 5 品 
1.0mol[L NaBH3CN( 溶 于 THF ) ,振荡 , 稍 离心 。 唾 液 酸 的 衍生 反应 条 件 是 在 S5$ 志 水 浴 
保温 反应 4h, 其 他 单 糖 的 衍生 反应 条 件 是 4S 人 水 浴 保 温 反应 Sh。 反 应 完毕 后 ,离心 冷冻 
干燥 ,加 适当 体积 (50 一 400 册 的 50% DMSOAMO 溶解 ,用 毛细 管 电 泳 分 析 。 
(7) 寡 聚 葡萄 糖 混 合 物 的 制备 及 寒 糖 ANTS 衍生 

置 0.2g 葡 聚 糖 (Dextran) 于 一 安富 瓶 底部 ,加 1.5Sml0.1mol[L HCL, 充 高 纯 氮 lmin， 
封 管 ,在 100 恒温 水 解 4h。 离 心 冷冻 干燥 水 解 产 物 至 干 。 加 lml Milli-Q 水 , 振 功 ,离心 
冷冻 干燥 至 干 以 除去 酸 ,得 到 守 聚 葡萄 糖 混 合 物 。 取 其 S0mg 于 0.5ml Eppendorf 管 ,加 
150wl 0.2molML ANTS( 溶 于 HAcAMEO,37Z17) ,200 1.0mol[L NaBH3CN( 溶 于 DMSO)， 
振荡 ,密封 , 置 40C 水浴 反应 13h。 取 $ 岂 用 Milli-Q 水 稀释 至 400 岂 ,用 毛细 管 电泳 分 析 。 
(8) 毛细 管 电 泳 分 析 单 糖 AMAC 衍生 物 

单 糖 AMAC 衍生 物 分 离 在 ABI 270A 型 毛细 管 电泳 仪 上 进行 。 使 用 未 涂 层 熔 融 石 英 
毛细 管 ,总 长 度 及 有 效 长 度 ( 进 样 端 到 检测 器 处 长 度 ) 见 图 注 , 内 径 S0wm。 电 泳 缓冲 液 为 
100mmolML NazB4O, pH10.5( 用 NaOH 调 pH 值 ) ,或 300mmolML HBOi ,pH10.5 (用 
NaOH 调 pH 值 )。 电 泳 电压 见 图 注 , 毛细 管 恒温 在 (30+0.2)IC 。 检 测 波长 为 264 或 
260nm。 电 泳 图 和 数据 收集 由 惠普 HP3394A 积分 仪 完成 。 每 次 电泳 前 分 别 用 0.1mol/L 
NaOH 和 Mill-Q 水 冲洗 毛细 管 2min, 再 用 电泳 缓冲 液 冲 洗 平 衡 Smin。 
(9) 毛细 管 电泳 分 析 寡 糖 ANTS 衍生 物 

分 析 朝 糖 ANTS 衍生 物 时 ,电泳 缓冲 液 为 S0mmolLL 磷酸 缓冲 液 ,pH2.5, 电 泳 电 压 
-20kV 或 使 用 100mmolML,pH9%9.3 的 硼砂 缓冲 液 为 电泳 缓冲 液 , 电 泳 电 压 13SkV。 检 测 
波长 214nm。 其 余 条 件 同方 法 7。 


四 、 拖 采 和 讨论 


图 11.11 是 9 种 还 原单 糖 AMAC 衍生 物 在 100mmAL NaB2O ,pH10.5 缓冲 液 中 毛 
“2 


细 管 电泳 分 离 图 谱 。 各 峰 归 属 通过 混合 单 糖 AMAC 衍生 物 与 每 一 单 糖 AMAC 衍生 物 共 
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11.11 毛细 管 电泳 分 离 9 种 单 糖 AMAC 衍生 物 
条 件 :熔融 石英 毛细 管 ,内 径 50pm, 总 长 62cm, 有 效 长 度 40cm; 电泳 缓冲 液 ， 
100mmolML NazB4O7-NaOH,， pH10.5; 电 泳 电 压 为 14kV; 检 测 波长 264nm; 单 糖 AMAC 衍生 物 
浓度 均 为 20wmolLL ,真空 进 样 2s( 约 6 nl)。 各 峰 归 属 :1.N -乙酰 氨基 半 乳 糖 ;2. 木 糖 ;3. 核糖 ; 
4.N -乙酰 氨基 葡萄 糖 ; 5. 葡萄 糖 ; 6. 甘露 糖 ; 7. 阿拉 伯 糖 ;8. 岩 藻 糖 ;9. 半 乳 糖 ;10. 肉桂 酸 ( 内 标 ) 

进 样 而 确定 。 不 同 单 糖 AMAC 衍生 物 在 硼 
6 ^ 酸 盐 缓 冲 液 中 电 迁 移 率 的 差异 原因 ,也 是 毛 
。 细 管 电泳 分 离 单 糖 AMAC 衍生 物 的 基础 , 主 
“一 -一 要 是 由 于 不 同化 学 结构 的 单 糖 与 硼酸 根 
”B(OH)z 形成 的 络 合 物 稳定 性 不 同 。 越 稳定 
的 络 合 物 迁 移 率 越 大 , 而 稳定 性 与 单 糖 部 分 
邻 位 强 基 的 取向 、 邻 位 强 基 的 个 数 有 关 09]。 
5 10 15 | 25 30 35 单 糖 浓度 在 5 一 253umol/ 内 ,各 单 糖 AMAC 
”衍生 物 峰 面积 与 迁移 时 间 之 商 关 于 单 糖 浓 度 
11.12 毛细 管 电 泳 分 析 糖 蛋白 中 单 糖 组 成 成 良好 的 线性 相关 , 相关 系数 均 大 于 0.992， 


A. 火 鸡 卵 白 蛋 白 (A5015); B. 核糖 核酸 酶 B。 下 
毛细 管 电泳 条 件 和 各 峰 归属 同 图 11.11 表明 该 方法 可 定量 分 析 单 糖 。 图 11.12A 和 图 
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图 11.13 毛细 管 电泳 分 析 酸 性 单 糖 AMAC 衍生 物 
条 件 : 熔 融 石英 毛细 管 ,内 径 50pm, 总 长 72cm, 有 效 长 度 50cm; 电泳 缓冲 液 ,300mmolML HBOs-NaOH， 
pH10.5; 电泳 电压 为 20kV; 检 测 波长 260nm; 唾 液 酸 AMAC 衍 生物 浓度 为 100umolML ,其余 单 糖 AMAC 
衍生 物 浓 度 均 为 25wmol/L ,真空 进 样 2s( 约 7nl)。 各 峰 归 属 :1.N -乙酰 氨基 半 乳 糖 ;2. 木 糖 ;3. 液 
酸 ;4. 核糖 ;5. N -乙酰 氨基 葡萄 糖 ;6. 葡萄 糖 ;7. 甘露 糖 ;8. 阿拉 伯 糖 ;9. 岩 藻 糖 ;10. 半 乳 糖 ;11. 肉桂 
酸 (内 标 );12. 唾液 酸 ;13. 葡萄 糖 醛 酸 ;14. 半 乳 糖 醛 酸 
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11.12B 分 别 是 分 析 火 鸡 卵 白 蛋白 (AS015) 和 核糖 核酸 酶 B 糖 成 分 的 电泳 图 ,显示 这 两 种 
糖 蛋 白糖 主要 成 分 为 GleNAc 和 Man, 定 量 分 析 它 们 的 摩尔 比分 别 为 2:4.3 和 2:6.6 。 

图 11.13 是 在 300mmolL HBO; ,pH10.5( 用 NaOH 调 pH) 电 泳 缓 冲 液 中 分 离 中 性 
单 糖 和 酸性 单 糖 AMAC 衍生 物 的 电泳 图 。 需 要 说 明 的 是 ,由 于 该 电泳 条 件 是 用 来 分 析 酸 
性 单 糖 (主要 是 分 析 唾 液 酸 )[33] ,所 以 , N -乙酰 氨基 葡萄 糖 葡萄糖. 甘露 糖 和 阿拉 伯 糖 这 
4 种 糖 的 AMAC 衍生 物 未 被 很 好 分 离 并 不 重要 。 另 外 ,唾液 酸 AMAC 衍生 物 ,如 5-N- 乙 
酰 氨基 唾液 酸 Neu5Ac-AMAC( 图 11.13 中 , 峰 12) 在 室温 下 不 稳定 , 易 自 动 转化 成 稳定 的 
脱羧 基 唾 液 酸 AMAC 衍生 物 , 即 脱羧 基 5-N- 乙 酰 氨基 唾液 酸 AMAC 衍生 物 (图 11.13 
中 , 峰 3)。 而 在 -207 暗 处 保存 12h, 基 本 观测 不 到 唾液 酸 AMAC 衍生 物 的 脱羧 反应 。 
在 10 一 120wmolLL 浓度 范围 ,唾液 酸 AMAC 衍生 物 的 峰 面积 与 迁移 时 间 之 商 与 唾液 酸 浓 
度 成 良好 的 线性 关系 ,线性 相关 系数 为 0.9978( = 8)。 表 明 在 所 给 的 条 件 下 ,可 以 准确 
定量 唾液 酸 。 图 11.14 A,B 和 C 分 别 是 分 析 重 组 人 促 红 细胞 生成 素 rhu-EPO, 人 尿 胰 和 蛋 
自 酶 抑制 剂 (hu-UTI) 和 牛 酸性 糖 蛋白 (w-AGP) 中 唾液 酸 的 毛细 管 电泳 图 。 图 11.14 C 
显示 牛 mw-AGP 中 除 存 在 Neu5Ac 外 ,还 存在 另 一 酸性 糖 。 它 的 AMAC 衍 生物 ( 带 * 号 峰 ) 
也 能 发 生 脱羧 反应 。 用 质谱 鉴定 这 一 酸性 糖 为 5-N- 乙 醇 酰 氨 基 唾 液 酸 (Neu5Gc)[33] 。 定 
量 分 析 表 明 ,每 mol rhu-EPO 和 hu-UTI 分 别 含 17.59 和 2.55mol Neu5Ac, 而 每 mol 牛 
ad-AGP 含 S.Smol Neu5Ac 和 5$.04mol Neu5Grc。 
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图 11.14 毛细 管 电泳 分 析 糖 蛋白 中 唾液 酸 
酸 水 解释 放 糖 蛋白 中 的 唾液 酸 经 AMAC 衍生 化 ,衍生 
物 溶 于 100wl 50% DMSOMHO。A.0.45nmol rhu-EPO， 
真空 进 样 2s; B.2.14nmol huUTI， 真 空 进 样 2s; 
C.1.42nmol 牛 m-AGP, 真 空 进 样 1s。 其 余 条 件 和 各 峰 

归属 同 图 11.13 
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图 11.15 荧光 检测 SDS- 
PAGE 分 离 并 电 转 移 于 
PVDF 膜 上 蛇毒 糖 蛋白 

A.PVDF 膜 上 蛋白 考 马 斯 亮 

蓝 染色 ;B.PVDF 膜 上 糖 蛋 白 

荧光 染色 


江浙 竖 蛇 蛇毒 硫酸 铵 反 透 析 沉 淀 总 蛋白 等 分 为 二 ,分 别 上 
样 于 .SDS-PAGE 胶 两 样品 道 , 电 泳 分 离 后 , 电 转 移 蛋 和 白质 至 
PVDF 膜 。 从 两 样品 道中 间 剪 开 PVDF 膜 , 一 半 PVDF 膜 用 糖 
蛋白 荧光 染色 法 染色 [44] , 另 一半 PVDF 膜 用 考 马 斯 亮 蓝 染 色 。 
荧光 染色 结果 (图 11.15) 表 明 有 若干 蛋白 条 带 被 染色 , 说 明 量 
蛇 中 存在 较 多 的 糖 蛋白 。 用 CE 对 图 中 标示 出 的 3 条 带 的 单 糖 
成 分 进行 分 析 ,证实 了 它们 是 糖 蛋白 。 图 11.16A 是 单 糖 AMAC 
衍生 物 标准 的 毛细 管 电泳 分 离 图 谱 。 图 11.16B 是 全 程 空白 对 
照 实验 ,可 知 2molML TFA 水 解 液 存在 木 糖 和 葡 糖 糖 。 图 11 .16 
C,D 和 瑟 分 别 是 分 子 质 量 约 55,32,14kDa 糖 蛋 白 的 中 性 糖分 
析 结 果 ,表明 它们 都 含有 甘露 糖 、. 半 乳糖 和 岩 藻 糖 。 由 于 我 们 没 
有 对 在 水 解 产物 进行 重 乙酰 化 ,因此 没有 检测 到 N -乙酰 氨基 
葡萄 糖 和 N -乙酰 氨基 半 乳 糖 。 唾 液 酸 分 析 结 果 ( 图 谱 未 给 出 ) 
表明 没有 检测 到 唾液 酸 。 
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图 11.16 毛细 管 电泳 分 析 PVDF 膜 上 糖 蛋 白 的 单 糖 
条 件 :熔融 石英 毛细 管 ,内 径 5S0km, 总 长 72cm, 有 效 长 度 50cm; 电泳 缓冲 液 ， 
100mmolML NazB4O7-NaOH,，pH10.5; 电泳 电压 为 17kV; 检 测 波长 260nmi 
A. 10 种 单 糖 AMAC 衍生 物 标准 毛细 管 电泳 图 。 各 峰 归 属 :1. N -乙酰 氨基 半 乳 糖 ;2. 木 糖 ; 
3. 唾液 酸 ;4. 核糖 ;5. N -乙酰 氨基 葡萄 糖 ;6. 葡萄 糖 ;7. 甘露 糖 ;8. 阿拉 伯 糖 ;9. 岩 藻 糖 ; 
10. 半 乳 糖 ;B. 全 程 空白 对 照 实验 ;C. No.3 糖 蛋白 的 单 糖 ;D. No. 2 糖 蛋白 的 单 糖 ;E. No.1 糖 蛋白 的 单 糖 


图 11.17A 为 在 S0mmolML,pH2 .5 的 磷酸 缓冲 液 中 葡 聚 糖 酸 水 解 产 物 , 即 不 同 聚 合 


度 窒 聚 葡 糖 (图 11.18) 混 合 物 的 ANTS 衍生 物 电 泳 图 。 聚 合 度 从 1 一 21 的 窒 聚 葡 糖 
ANTS 衍生 物 得 到 检测 和 近 基 线 分 离 。 在 pH2 .5 的 缓冲 溶液 条 件 下 , 毛细 管内 表面 硅烷 
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醇 的 氢 解 离 性 很 弱 , 电 渗流 很 弱 , 而 ANTS 窒 糖 衍生 物 带 近 3 个 负电 荷 。 所 以 这 时 电 迁 
移 速 度 远 大 于 电 渗 流速 度 ,而 且 两 者 的 方向 相反 。 因 此 , 需 在 阳极 检测 衍生 物 , 也 即 施加 
负极 性 电压 ,使 阳极 在 检测 器 一 侧 。 出 峰 顺 序 按 聚 合 度 1,2,3,…21 排列 。 这 被 毛细 管 电 
泳 -离子 阱 质谱 联 用 分 析 糖 ANTS 衍生 物 技术 证 实 !3]。 图 11.17B 是 在 100mmol/L 
NazB40O,pH9.3 缓冲 液 中 窒 聚 葡 糖 ANTS 衍生 物 的 电泳 图 。 在 碱 性 缓冲 液 中 , 电 渗流 速 
度 很 快 ,需要 在 阴极 检测 ANTS 衍生 物 , 而 且 出 峰 顺 序 正好 与 图 11.17B 的 相反 。 很 明 
显 , 这 时 聚合 度 越 大 的 衍生 物 之 间 的 分 离 度 越 小 ,这 是 因为 聚合 度 越 大 的 衍生 物 之 间 的 电 
迁移 速度 的 差异 比 电 渗 流速 度 越 来 越 小 ,在 衍生 物 到 达 检 测 器 时 尚未 得 到 有 效 分 离 。 守 
糖 ANTS 衍生 物 在 pH2 .5 磷酸 缓冲 液 中 的 电 迁 移 率 差异 主要 决定 于 朝 糖分 子 的 有 效 表 
面 的 差异 。 因 此 ,可 以 通过 比较 结构 相似 的 宴 糖 ANTS 本 生物 之 间 的 电 迁 移 率 的 差异 得 
到 守 糖 相对 大 小 的 信息 062] 。 
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图 11.17 毛细管 电 泳 分 离 葡 聚 之 糖 ANTS 衍生 物 
条 件 : 熔 融 石 英 毛 细 管 ,内 径 S0um, 总 长 60cm, 有 效 长 度 40cmi 检测 波长 214nm。A. 电泳 缓冲 液 30mmol[L NaFPPO; 
=HsPO:,pH2.5; 电泳 电压 为 -20kV;B. 电泳 缓冲 液 100mmolML NazB4O,pH9.3; 电泳 电压 为 15kV 
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图 11.18 葡 聚 窒 糖 ANTS 衍生 物 结构 
(光志 和 下 53 


第 三 节 毛细 管 电泳 分 析 糖 蛋白 微 不 均 一 性 
二 江 而 中 
糖 蛋白 一 个 特点 就 是 它 趋 于 “ 微 不 均 一 性 "。 某 一 种 糖 蛋白 实际 上 是 一 类 具有 相同 的 


多 肽 链 ,而 共 价 连接 于 肽 链 上 的 寡 糖 的 结构 不 同 (包括 单 糖 成 分 和 连接 方式 ) 的 蛋白 群体 。 
不 同 结构 的 豪 糖 链 , 即 不 同 糖 型 使 糖 蛋白 表现 出 微 不 均 一 性 。 


二 


毛细 管 电泳 (CE) 的 高 分 离 能 力 使 分 离 糖 蛋白 的 糖 型 成 为 可 能 。 它 为 回答 诸如 糖 蛋 
白糖 基部 分 的 生物 功能 ;与 自身 的 非 糖 基 化 蛋白 相 比 较 , 不 同 的 糖 型 是 否 具 有 不 同 的 生物 
或 生理 活性 ; 某 些 糖 蛋白 的 糖 型 的 变化 是 否 与 某 一 疾病 有 相关 性 等 问题 提供 了 一 种 有 效 
的 技术 支持 。 同 时 也 为 生物 医药 工业 重组 糖 蛋白 的 质量 控制 提供 了 一 种 快速 分 析 手 段 。 

目前 ,已 有 很 多 文献 报道 CE 分 析 糖 蛋白 微 不 均 一 性 。 几 种 分 离 模 式 , 如 毛细 管区 带 
电泳 (CZE) .毛细管 等 电 聚 焦 (CIEF) 和 微 团 电 动 毛 细 管 色谱 (MEKC)L45 等 都 被 应 用 来 研 
究 糖 蛋白 微 不 均一 性 。 

最 早报 道 CE 分 析 糖 蛋白 微 不 均 一 性 的 是 Kilar 和 Hierten'%1。 他 们 用 CZE 方式 分 
离 人 血清 转 铁 蛋白 的 糖 型 ,得 到 $ 个 组 分 峰 , 分 别 代 表 含 2,3,4,5 和 6 个 唾液 酸 残 基 的 转 
铁 蛋 白 。 在 用 唾液 酸 水 解 酶 处 理 转 铁 蛋 白 不 同时 间 后 ,用 CE 可 以 观测 这 5 个 糖 型 峰 高 
发 生 规 律 的 变化 ,表明 唾液 酸 逐 渐 被 水 解 掉 。 处 理 20h 后 ,基本 只 有 一 个 新 的 峰 存在 。 用 
CIEF 鉴定 该 峰 是 去 唾液 酸化 的 转 铁 和 蛋白。 

医药 用 的 重组 人 促 红 细胞 生成 素 (rhEPO) 的 糖 部 分 结构 相当 复杂 ,有 4 位 点 被 糖 基 
化 修饰 , 既 有 N -连接 糖 链 ,也 有 O -连接 糖 链 ,其 唾液 酸 的 含量 也 很 高 33]。 利 用 CE 研 
究 rhEPO 的 微 不 均 一 性 的 报道 较 多 。 在 pH4.0,100mmolALL 醋酸 钠 - 醋 酸 缓冲 液 中 CE 
分 析 rhEPO 仅 得 一 个 峰 , 而 在 pH4.0,100mmolLL 醋酸 钠 -磷酸 缓冲 液 中 电泳 分 离 得 到 5 
个 组 分 峰 !4J。 其 原因 可 能 是 磷酸 与 毛细 管内 壁 硅 醇 形成 复合 物 ,使 毛细 管 对 蛋白 质 的 吸 
附 降 低 。 表 明 缓冲 液 组 成 成 分 在 糖 蛋白 糖 型 的 分 析 中 所 起 的 重要 作用 。 在 10mmolLL 
Tricine，10mmolL NaCl,pH6.2 缓冲 液 中 ,添加 2.Smmol[L 1,4 -二 氨基 丁 烷 后 ,使 原来 
仅 一 个 峰 的 rhEPO 分 离 成 4 个 峰 !41。 再 添加 7molAL 尿素 于 电泳 缓冲 液 中 ,rhEPO 被 分 
离 成 6 个 峰 , 并 且 分 离 度 明显 提高 很 多 。1, 4 -二 氨基 本 烷 作 用 是 降低 电 渗流 ,尿素 可 能 
抑制 或 降低 了 毛细 管内 壁 对 rhEPO 的 吸附 。 另 外 , 需 注意 ,在 7molAL 尿素 存在 下 ,蛋白 
质 处 于 变性 状态 。 而 应 用 CIEF 分 析 rhEPO 糖 型 [0 ,在 7molLL 尿素 和 两 性 电解 质 
(pH 3 一 10 两 性 电解 质 与 pPH 2.5 一 5 的 两 性 电解 质 以 体积 比 1:2 混合 ) 中 等 电 聚 焦 , 得 到 
最 佳 分 离 。 在 表 观 等 电 点 3.78 一 4.69 范围 内 ,可 观测 到 7 个 糖 型 。 

用 CE 分 析 鸡 卵 白 蛋白 的 糖 型 的 报道 也 较 多 。 在 100mmolLL 硼酸 盐 ,pH8.5 的 缓冲 
液 中 用 CZE 方式 分 离 鸡 卵 白 蛋白 , 仅 观 测 到 几 个 峰 。 而 当 缓 冲 液 中 存在 ImmolLL 1,4- 
二 氨基 丁 烷 时 ,可 观察 到 20 多 个 大 小 不 同 的 峰 !5J。 用 键 合 交 联 聚 丙 烯 酰胺 涂 层 的 毛细 
管 ,在 0.4molLL 硼酸 ,2mol[L Tris,2mmolML EDTA,pH7.8 缓冲 液 中 分 离 鸡 卵 白 蛋 和 白 ， 
也 可 得 到 20 多 个 峰 :21。 毛 细 管 内 壁 中 性 涂 层 同样 是 为 了 降低 电 渗流 并 抑制 蛋白 质 与 毛 
细 管 内 壁 相互 作用 ,以 达到 高 分 辨 的 目的 。 总 之 ,可 从 如 何 降低 电 渗 流 ,如 何 降低 毛细 管 
内 壁 对 糖 蛋 白 的 吸附 ,以 及 从 缓冲 液 的 pH 值 、 组 成 和 浓度 等 方面 考虑 和 尝试 ,选择 糖 型 
分 析 的 条 件 。 修 饰 毛 细 管 内 表面 以 降低 电 渗 流 和 降低 表面 对 蛋白 质 的 吸附 的 方法 分 为 动 
态 涂 层 和 静 态 涂 层 两 类 。 动 态 涂 层 是 在 电泳 缓冲 液 中 加 多 聚 物 离子 或 非 离子 有 机 去 垢 


剂 .二 胺 或 多 胺 等 。 这 些 添加 剂 基于 吸附 原理 涂 附 于 毛细 管内 壁 ,因此 涂 层 方便 并 易 再 


生 , 而 且 电 泳 分离 重 现 性 高 。 静 态 涂 层 是 将 毛细 管内 壁 经 共 价 反应 “永久 ” 键 合 涂 甫 一 层 
中 性 亲 水 多 聚 物 或 带电 荷 亲 水 多 聚 物 或 疏水 多 聚 物 。 静 态 涂 层 通常 稳定 (但 在 强酸 或 强 
碱 中 稳定 性 下 降 ) ,对 抑制 和 降低 毛细 管 电 渗流 和 表面 对 蛋白 质 的 吸附 更 有 效 ; 但 制备 耗 
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涂 层 (电泳 缓冲 液 100mmolLL 硼酸 盐 中 加 3mmolLL 二 氨基 丁 烷 ) 和 静态 涂 层 ( 碳 氟 化 合 物 涂 
层 ) 毛 细 管 电泳 都 被 运用 来 直接 分 析 人 血清 中 转 铁 蛋 白 唾 液 酸 糖 型 5 ?1 ,并 观测 到 嗜 酒 和 
非 嗜 酒 病 人 血清 中 转 铁 蛋 白 唾液 酸 糖 型 的 差异 。 两 种 方法 得 到 可 比较 的 糖 型 分 离 结果 。 

需要 指出 的 是 ,由 于 糖 蛋白 结构 极其 复杂 ,不 同 糖 蛋白 间 的 差异 ,包括 多 肽 链 一 级 结 
构 和 空间 结构 (包括 二 硫 键 ) 的 差异 、 糖 基 化 位 点 的 多 少 、 糖 含量 的 多 少 、 寡 糖 链 结构 的 差 
异 ` 有 无 唾液 酸 和 唾液 酸 的 含量 多 少 等 ,目前 很 难 有 1 或 2 种 固定 的 分 离 模式 或 分 离 条 件 
对 所 有 或 大 多 数 糖 蛋白 都 得 到 满意 的 糖 型 分 离 结 果 。 因 而 ,还 必需 根据 待 分 析 糖 蛋白 的 
特性 ,寻找 最 佳 的 ` 可 重 现 的 、 且 易 操 作 的 分 离 条 件 。 例 如 ,无 论 是 用 涂 层 或 是 未 涂 层 的 毛 
细 管 ,在 硼酸 缓冲 液 中 ,即使 有 二 氨基 丁 烷 存在 于 缓冲 液 ,也 不 能 将 重组 人 组 织 纤 溶 酶 原 
激活 物 (rh-tPA) 糖 型 分 离 [3] ,表明 唾液 酸化 程度 高 的 糖 蛋白 不 能 有 效 地 与 硼酸 根 形 成 复 
合 物 , 并 且 糖 型 间 的 电 迁 移 率 差异 甚 小 ,因而 难以 得 到 分 离 。 唾 液 酸 含量 不 同 的 糖 型 由 于 
其 等 电 点 不 同 , 可 用 CIEF 将 它们 分 离 。 如 用 pH3 一 10 和 pHS 一 8 两 性 电解 质 混 合 物 ( 体 
积 比 1:1 ) 为 等 电 聚 焦 电 泳 液 (其 中 还 含 4molLL 尿素 ) ,可 将 rh-tPA 分 离 成 10 个 峰 [59] 。 
使 用 尿素 的 目的 是 增加 蛋白 质 的 溶解 性 ,因为 蛋白 质 在 其 等 电 点 处 可 能 沉淀 。 而 对 于 只 
有 一 个 位 点 被 糖 基 化 并 且 糖 链 是 高 甘露 糖 型 的 重组 人 骨 形 态 形成 蛋白 2(rhBMP-2) ,使 
用 简单 的 电泳 缓冲 液 0.1molML,pH2 .5 磷酸 缓冲 液 及 中 性 涂 层 毛 细 管 ,就 可 将 其 9 个 糖 
型 分 离 [60] 。 

下 面 介 绍 我 们 用 CZE 比较 分 析 3 种 卵 白 蛋白 糖 型 分 布 的 方法 和 结果 !60 。 
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两 种 火 鸡 卵 白 蛋白 (Sigma 产品 AS015,A7269) 和 鸡 卵 白 蛋 白 (A2512 ) ,1,4 -二 氮 基 
丁 烷 , 异 亚 两 基 两 酮 (mesityloxide) 。 


起 南 开 衣 prr 台 


糖 型 分 析 在 ABI 270A 型 毛细 管 电泳 仪 上 进行 。 使 用 总 长 72cm, 有效 分 离 长 度 
50cm, 内 径 50um 熔融 石英 毛细 管 (ABI 产品 )。 检 测 波长 为 200nm。 毛 细 管 温度 控制 在 
(30+0.2) 。 进 样 前 分 别 用 0.1molML NaOH 和 水 冲洗 2min, 再 用 电泳 缓冲 液 冲洗 平衡 
4min。 使 用 的 电泳 缓冲 液 为 : (1)50mmolML NaH PO, -Hi PO, pH2.5; (2) 100mmolAL 
卫 BO;-NaOH,pH8.6;(3)100mmolL NanB4O,40 一 100mmolML KE PO ,pH8.2 一 9.0; 
(4)100mmolL HBO;-NaOH，pH8.6,，1.8mmolLL 1,4 -二 氨基 丁 烷 。 电 泳 电 压 随 缓冲 
液 而 调整 。 用 电 中 性 物质 异 亚 丙 基 丙酮 测定 毛细 管 电 渗流 。 


四 、 纺 采 和 讨 让 


商品 化 的 两 种 火 鸡 卵 白 蛋白 (AS01$,A7269) 和 鸡 卵 白 蛋白 (A2512) 经 反 相 HPLC 进 
一 步 纯 化 。 在 S0mmolLL 磷酸 ,pH2 .5 缓冲 溶液 中 分 析 这 3 种 卵 白 蛋 白 , 仅 微弱 显示 它们 
均 存 在 微 不 均一 性 。 在 100mmolML HBO;-NaOH,pH8.6 缓冲 液 中 分 离 AS015 效果 有 所 
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增加 ,可 以 观察 到 5 个 峰 。 然 而 由 于 在 碱 性 
缓冲 液 中 毛细 管 的 电 渗流 变 得 较 大 ,蛋白 在 
电 渗流 的 负载 下 较 快 地 通过 检测 器 而 没有 得 
到 充分 的 电泳 分 离 。 基 于 电 渗 流 的 性 质 , 通 
常 有 3 种 方法 消除 或 抑制 电 渗流 :一 是 使 用 
中 性 涂 层 毛 细 管 ;二 是 使 用 高 离子 强度 的 组 
冲 液 ; 第 三 种 方法 是 使 用 化 学 添加 剂 , 如 有 机 
溶剂 或 有 机 阳离子 试剂 于 电泳 缓冲 液 中 。 
图 11.19 是 3 种 卵 白 蛋白 在 较 高 离子 强 
度 硼砂 缓冲 液 中 的 毛细 管 电泳 图 。 这 时 电 渗 
流 降低 , 糖 型 分 离 度 进 一 步 提高 。 AS5015 和 
A7269 已 被 分 离 成 5 组 峰 , A2512 被 分 离 成 
两 组 峰 。 但 是 ,继续 提高 硼砂 或 磷酸 二 氢 钾 
的 浓度 ,并 不 能 继续 提高 糖 型 的 分 离 度 。 另 
外 ,如 继续 增加 电压 (>150Vyxem) ,会 降低 那 
些 相 邻 的 峰 的 分 辩 率 。 这 可 归结 于 高 离子 强 
度 和 高 电压 ,导致 大 量 的 焦 尔 热 产生 而 引起 
峰 严 重 变 宽 甚 至 抽 陷 。 因 此 , 当 使 用 高 离子 
强度 缓冲 液 时 ,施加 在 毛细 管 两 端的 电压 被 
24 29 的 3 44 49 限制 在 某 一 值 以 下 ,最终 阻碍 了 分 离 度 进 一 
步 提高 。 分 别 在 含 不 同 浓度 的 1,4 -二 氨基 
图 11:19 全 后 可 丁 烷 (0 一 2.0mmolML) 的 100mmolMD ESBO;- 
二 直方 语 站 类 毛细 管 办 征 新 六 洛 长 7 二 -有关 改作 aCE PE 缓冲 液 中 :进行 分 离 A5015 粮 
度 506m; 检测 波长 00nm。A. 火 鸡 卯 白 和 白 A5015。 型 的 一 系列 实验 ,发 现 当 1,4 -一 氨基 ] 烷 浓 
电泳 缓冲 液 , 100mmollL Na B, 0，100mmolL 度 为 1.8mmolL 时 ,AS015 糖 型 得 到 最 佳 分 
KEH2PO,,pH8.2; 电 泳 电压 为 8kV。B. 火 鸡 卵 白 蛋白 离 。 图 11.20A,B 分 别 是 在 最 适 分 离 条 件 
A7269。 电 泳 缓冲 液 , 100mmolML NazB4O,40mmolML ( 100mmol 人 和 L 了 H BoOs-NaOH， pH8.60， 
KEHPPO4, pH9.0; 电泳 电压 为 8kV。C. 鸡 卵 白 蛋白 1.8mmolL 1, 4 -二 氨基 于 烷 ,20KV) 下， 
A2512。 电 泳 缓冲 液 , 100mmolML Na B4Oy, 60mmolLL A5015 和 A7269 的 糖 型 分 离 图 ,多 于 13 个 峰 
0 在 3Smin 内 可 被 较 好 分 离 。 对 A7269 连续 6 
次 电泳 得 到 的 各 糖 型 峰 的 相对 迁移 时 间 ( 相 对 于 EOF) 变 异 系数 均 在 2.7% 以 下 ,表明 分 
离 的 可 重复 性 较 高 。 有 趣 的 是 ,AS015 和 A7269 的 糖 型 花样 极其 相似 ,每 一 对 相对 应 的 
峰 的 相对 迁移 时 间 几 乎 相同 。 将 AS015 和 A7269 按 1:1 混合 ,电泳 发 现 它们 的 每 一 对 相 
对 应 的 峰 完 全 重 肆 (图 11.20C)。 这 表明 A5015 和 人 A7269 具有 完全 相同 的 糖 型 花样 。 它 
们 之 间 的 不 同 主要 在 于 峰 8,9,12,13 的 相对 含量 不 同 。 与 A7269 相 比 ,A5015 中 糖 型 8， 
9,12,13 的 相对 含量 明显 降低 。 图 11.20D 为 在 上 述 分 离 火 鸡 卵 白 蛋白 最 适 条 件 下 ,分离 
鸡 卵 白 蛋 白 A2512 糖 型 电泳 图 。 比 较 火 鸡 卵 白 蛋 白 和 鸡 卵 白 蛋白 糖 型 电泳 图 ,可 预知 其 
窒 糖 链 结构 不 同 。 
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图 11.20 含 1,4- 二 氨基 丁 烷 硼酸 盐 缓冲 液 中 分 离 卵 白 蛋白 糖 型 
条 件 : 熔 融 石 英 毛细 管 ,内 径 50pm, 总 长 72cm, 有 效 长 度 50cm; 检测 波长 200nm。 电 泳 缓冲 液 , 100mmol/L 
HBOs-NaOH,pH8.6,，1.8mmol[L 1,4- 二 氨基 丁 烷 。 电 泳 电压 为 20kV。 和 蛋白 浓度 ,1mg/L, 真空 进 样 1s。A. 火 鸡 卵 
自 蛋 白 A5015;B. 火 鸡 卵 白 蛋白 A7269;C. 火 鸡 卵 白 蛋白 A5015 和 A7269 混合 物 (1:1); D. 鸡 卵 白 蛋 白 A2512 


第 四 节 - 结语 和 展望 

目前 ,由 于 质谱 技术 的 迅速 发 展 , 蛋 白质 磷酸 化 分 析 多 用 质谱 完成 “ “ 。 但 在 pSer 
或 pThr 残 基 相 邻 有 多 个 Ser 或 Thr 残 基 存 在 情况 下 ,用 质谱 确定 是 丝氨酸 或 苏 氨 酸 磷酸 
化 通常 比较 困难 。 结 合 已 知 的 蛋白 激酶 底 物 识别 序列 (recognition motifs) 推 测 磷酸 化 位 
点 ,有 时 得 到 错误 结论 。 因 为 至 今 有 许多 蛋白 激酶 还 没 被 发 现 , 其 底 物 识别 序列 更 是 未 知 
的 。 而 用 CE 分 析 磷 酸 氮 基 酸 方法 容易 区 分 磷酸 丝氨酸 和 磷酸 苏 氨 酸 。 当 使 用 荧光 [55] 
或 激光 诱导 菊 光 检测 器 ,CE 分 析 磷 酸 氨基 酸 方法 的 灵敏 度 会 得 到 较 大 提高 。 对 于 CE 分 
析 糖 分 子 , 已 有 者 干 糖 衍生 法 和 衍生 试剂 相继 被 开发 出 来 ,而 目前 最 常用 的 是 还 原 胺 化 
法 。 最 近 ,又 有 一 种 糖 衍 生 法 被 报道 [56] 。 衍 生 第 一 步 是 还 原 糖 与 甲 基 胺 还 原 胺 化 反应 生 
成 N= 甲 基 糖 胺 (N-methylglycamine) ;第 二 步 中 , N - 甲 基 糖 胺 与 4-nitro-2 ,1,3-benzoxa- 
diazole 7-fluoride(NBD-F) 反 应 生成 NBD 标记 的 N - 甲 基 糖 胺 (NBD-tagged N-methylgly- 
camine)。 衍 生 反应 在 pH4.5, 40C 进行 30min 定量 完成 。 另 一 方面 ,各 种 检测 方法 得 到 
运用 ,灵敏 度 以 激光 诱导 荧光 (LIF) 检 测 最 高 ,但 目前 价格 贵 。 另 外 , 由 于 激光 发 生 器 产 
生 的 激光 波长 有 限 ,应 用 受到 一 定 的 限制 。 紫 外 检测 法 较 常 用 ,检测 波长 范围 宽 , 是 灵敏 
度 与 价格 的 折衷 选择 。CE 蛋白 糖 基 化 修饰 分 析 涉及 糖 蛋白 单 糖 组 成 分 析 `、 窒 糖分 析 、 守 
糖 序 列 分 析 !o1、 糖 肽 分 析 、 糖 蛋白 糖 型 分 析 等 方面 。 

过 去 12 年 里 ,毛细 管 电泳 技术 得 到 快速 发 展 , 在 生命 科学 中 发 挥 了 巨大 的 作用 。 人 
类 基因 组 计划 进展 迅猛 , 几 近 完成 ,可 以 说 得 益 于 高 通 量 毛细 管 电泳 DNA 测序 技术 的 运 
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用 。 山 和 6 一 7 年 也 是 全 微分 析 系 统 (micro-total analysis systems,wTAS) 或 称 " 世 片 实验 
室 ”(“lab-onza chip”)567J 研 究 真正 兴起 和 发 展 时 期 。 这 种 六 TAS 将 完成 分 离 和 检测 的 所 
有 部 件 整合 在 一 个 微小 化 平台 装置 内 。 目 前 毛细 管 电泳 的 微小 化 是 最 成 功 的 微 芯 片 应 用 
之 一 [6]。 在 微 芯片 长 方形 管道 中 的 毛细 管 电泳 分 离 情况 与 在 开 管 毛细 管 电泳 是 相同 
的 [69] 。 几 种 毛细 管 电泳 分 离 模式 如 CZE, CGE( 毛 细 管 凝 胶 电 泳 ) 和 MEKC 都 已 在 微 芯 
片 电泳 中 得 到 应 用 。 最 近 ,文献 [70] 报 道 微 芯片 电泳 快速 分 析 氮 基 糖 。 氢 基 糖 (氨基 葡萄 
糖 和 氮 基 半 乳 糖 ) 及 它们 的 还 原形 式 经 NBD-F 衍生 ,衍生 物 在 微 制作 芯片 33mm 长 的 分 
离 管道 内 电泳 分 离 , 用 LIF 检测 。 这 4 种 衍生 物 在 lmin 内 得 到 很 好 分 离 。 低 至 0.5fmol 
的 氨基 糖 可 被 检测 到 ( 信 噪 比 SAN=3)。 微 芯片 毛细 管 电泳 可 望 发 展 成 高 度 自 动 化 .大 规 
模 高通 量 、 快 速 的 分 离 分 析 方 法 , 除 可 配 以 光 或 电化 学 或 拉 曼 光谱 等 检测 器 外 ,还 可 以 质 
谱 为 检测 器 [74721 ,增强 其 分 离 分 析 能 力 ,获得 更 多 的 被 分 析 物 质 的 信息 。 可 以 相信 ,这 种 
整合 方式 可 能 更 有 助 于 后 基因 组 时 代 ,进行 大 规模 高 通 量 蛋 白质 翻译 后 修饰 ,特别 是 磷酸 
化 和 糖 基 化 修饰 的 分 析 鉴 定 以 及 临床 诊断 。 
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第 十 二 章 导 议 


2001 年 人 类 基因 组 框架 图 的 发 表 使 大 众 对 科学 家 将 揭示 人 类 的 遗传 奥秘 充满 了 幻 
想 和 信心 。 但 是 ,真实 的 图 景 远 不 像 普 通 人 想像 的 那样 简单 。 正 如 国际 人 类 基因 组 计划 
(human genome project,HGP) 主 要 负责 人 Francis Collins 在 2001 年 6 月 一 次 会 上 所 强调 
的 :真正 的 竞赛 才刚 刚 开 始 。 竞 赛 的 一 个 核心 内 容 , 就 是 要 研究 基因 的 产物 一 一 和 蛋白质。 
在 Nature 杂志 2001 年 2 月 发 布 人 类 基因 组 框架 图 的 消息 的 同一 版 面 上 ,编辑 也 同时 登 
载 了 一 条 关于 人 类 有 蛋 白质 组 组 织 (human proteome organization,HUPO) 成 立 的 消息 ,标题 
就 叫 “ 现 在 是 蛋白 质 组 了 ”[。2001 年 的 Science 杂志 把 蛋白 质 组 学 列 为 2002 年 六 大 研 
究 热点 之 一 ,其 “热度 " 仅 次 于 干细胞 研究 2]。2003 年 3 月 Nature 杂 志 上 的 一 系列 蛋白 质 
组 学 的 综述 文章 更 是 把 蛋白 质 组 学 研究 推 到 了 令 人 瞩目 的 地 位 8-91。 和 蛋白 质 组 学 的 受 
关注 程度 如 今 已 令 人 刮目相看 。 


一 、 重 日 质 组 学 研究 的 历史 和 痛 景 


随 着 人 类 基因 组 计划 的 实施 和 推进 ,生命 科学 研究 已 进入 了 后 基因 组 时 代 。 在 这 个 
时 代 , 生 命 科 学 的 主要 研究 对 象 是 功能 基因 组 学 ,包括 结构 基因 组 研究 和 蛋白质 组 研究 
等 。 尽 管 现在 已 有 多 个 物种 的 基因 组 被 测序 ,但 在 这 些 基因 组 中 通常 有 一 半 以 上 基因 的 
功能 是 未 知 的 。 目 前 功能 基因 组 中 所 采用 的 策略 ,如 基因 芯片 基因 表达 序列 分 析 (serial 
analysis of gene expression，SAGE) 等 ,都 是 从 细胞 中 mRNA 的 角度 来 考虑 的 ,其 前 提 是 细 
胞 中 mRNA 的 水 平反 映 了 和 蛋白 质 表 达 的 水 平 。 但 事实 并 不 完全 如 此 ,从 mRNA 角度 考 
虑 ,实际 上 仅 包 括 了 转录 水 平 调控 ,并 不 能 全 面 代 表 蛋 白质 表 达 水 平 。 蛋 白质 复杂 的 翻译 
后 修饰 、 蛋 白质 的 亚 细 胞 定位 或 迁移 、 蛋 白质 和 蛋白质 相互 作用 等 则 几乎 无 法 从 mRNA 
水 平 来 判断 。 毋 庸 置 疑 ,蛋白 质 是 生理 功能 的 执行 者 ,是 生命 现象 的 直接 体现 者 ,对 和 蛋白 
质 结 构 和 功能 的 研究 将 直接 阐明 生命 在 生理 或 病理 条 件 下 的 变化 机 制 。 蛋 白质 本 身 的 存 
在 形式 和 活动 规律 ,如 翻译 后 修饰 、 蛋 白质 间 相 互 作用 以 及 和 蛋白质 构象 等 问题 , 仍 依赖 于 
直接 对 蛋白 质 的 研究 来 解决 。 虽 然 蛋白 质 的 可 变性 和 多 样 性 等 特殊 性 质 导 致 了 蛋白 质 研 
究 技术 远 比 核酸 技术 要 复杂 和 困难 得 多 ,但 正 是 这 些 特性 参与 和 影响 着 整个 生命 过 程 。 

传统 的 对 单个 蛋白 质 进 行 研究 的 方式 已 无 法 满足 后 基因 组 时 代 的 要 求 。 这 是 因为 : 
外 生命 现象 的 发 生 往往 是 多 因素 影响 的 ,必然 涉及 到 多 个 蛋白 质 ;@ 多 个 蛋白 质 的 参与 是 
交织 成 网 络 的 ,或 平行 发 生 ,或 呈 级 联 因 果 ;G 在 执行 生理 功能 时 和 蛋白质 的 表现 是 多 样 的 、 
动态 的 ,并 不 像 基 因 组 那样 基本 固定 不 变 。 因 此 ,要 对 生命 的 复杂 活动 有 全 面 和 深入 的 认 
识 , 必 然 要 在 整体 动态、 网 络 的 水 平 上 对 有 蛋白质 进行 研究 。 因 此 ,在 20 世纪 90 年 代 中 
期 ,国际 上 产生 了 一 门 新 兴学 科 一 一 蛋白 质 组 学 (proteomics) , 它 是 以 细胞 内 全 部 蛋白 质 
的 存在 及 其 活动 方式 为 研究 对 象 。 可 以 说 蛋白 质 组 研究 的 开展 不 仅 是 生命 科学 研究 进入 
后 基因 组 时 代 的 里 程 碑 ,也 是 后 基因 组 时 代 生 命 科 学 研究 的 核心 内 容 之 一 。 

> 


虽然 第 一 次 提出 蛋白 质 组 概念 是 在 1994 年 ,但 相关 研究 可 以 追溯 到 20 世纪 90 年 代 
中 期 甚至 更 早 , 尤 其 是 80 年 代 初 ,在 基因 组 计划 提出 之 前 ,就 有 人 提出 过 类 似 的 蛋白 质 组 
计划 ,当时 称 为 Human Protein Index 计划 , 旨 在 分 析 细 胞 内 的 所 有 有 蛋白质。 但 由 于 种 种 
原因 ,这 一 计划 被 搁浅 。20 世纪 90 年 代 初 期 ， 人 比较 成 熟 ,在 这 样 的 背景 下 ,经 
过 各 国 科 学 家 的 讨论 , 才 提出 蛋白 质 组 这 一 

国际 上 和 蛋白质 组 研究 的 进展 十 分 迅速 ， 不 2 都 在 不 断 进 步 和 
完善 。 多 种 细胞 的 蛋白 质 组 数据 库 已 经 建立 ,相应 的 国际 互联 网 站 也 层出不穷 。1996 
年 ,澳大利亚 建立 了 世界 上 第 一 个 蛋白 质 组 研究 中 心 , 即 Australia Proteome Analysis Fa- 
cility ( APAF )。 丹 麦 、 加 拿 大、 日 本 也 先后 成 立 了 和 蛋 白 质 组 研究 中 心 。 在 美国 ,各 大 药 厂 
和 公司 在 巨大 财力 的 支持 下 ,也 纷纷 加 入 蛋白 质 组 的 研究 阵容 。 在 瑞士 成 立 的 GeneProt 
公司 ,是 由 以 蛋白 质 组 数据 库 *SWISSPROT” 著称 的 蛋白 质 组 研究 人 员 成 立 的 ， 
白质 组 技术 开发 新 药物 靶 标 为 目的 ,建立 了 配备 有 上 百 台 质谱 仪 的 高 通 量 技术 平台 
当年 提出 Human Protein Index 的 美国 科学 家 Norman G. Anderson 二 
质 组 学 公司 ,继续 其 多 年 未 实现 的 梦想 。2001 年 4 月 ,在 美国 成 立 了 国际 人 类 蛋白质 组 
组 织 (Human Proteome Organization，HUPO) , 随后 欧洲 、 亚 太 地 区 都 成 立 了 区 域 性 蛋 自 
质 组 研究 组 织 ,试图 通过 合作 的 方式 ,融合 各 方面 的 力量 ,完成 人 类 蛋白质 组 计划 (Human 
Proteome Project) ,并 在 2002 年 和 2003 年 陆续 启动 了 人 类 血浆 、 肝 和 脑 的 蛋白 质 组 研究 
国际 合作 计划 (参见 www.hupo.org)。 


二 、 蛋 白质 组 学 的 特点 与 难点 


根据 对 国际 生命 科学 文献 数据 库 “*Medline” 的 检索 ,基因 组 的 研究 论文 从 1990 一 2001 
年 的 时 间 里 , 头 6 年 基本 保持 不 变 , 只 是 在 1996 年 以 后 才 以 大 约 每 年 翻 一 番 的 速度 开始 
增长 。 而 冠 有 "蛋白质 组 ”的 研究 文献 ,1997 年 是 1 篇 ,到 2003 年 已 迅速 发 展 至 2 700 多 
篇 。 这 一 结果 表明 ,蛋白 质 组 学 迅速 为 科学 界 所 接受 并 受到 重视 。 下 面 笔者 将 从 基因 组 
与 蛋白 质 组 比较 的 角度 来 谈 谈 为 什么 要 研究 蛋白 质 组 以 及 和 蛋白质 组 学 的 特点 和 难点 。 


(同一 性 沁 罗 和 杜 性 


基因 组 作为 遗传 信息 的 载体 ,其 最 主要 的 特征 就 是 同一 性 。 对 于 单 细 胞 生物 而 言 ,不 
论 在 什么 样 的 生长 条 件 下 ,其 基因 组 始终 是 不 变 的 。 对 于 多 细胞 生物 来 说 ,同一 个 个 体 的 
基因 组 不 论 是 在 不 同 的 发 育 阶 段 或 不 同 种 类 的 细胞 里 都 是 同样 的 。 知 道 了 个 体内 某 一 细 
胞 内 的 基因 组 就 等 于 知道 了 该 个 体 所 有 细胞 的 基因 组 。 然 而 ,对 于 蛋白 质 组 而 言 , 由 于 蛋 
白质 是 生命 活动 的 主要 执行 者 ,因此 ,对 于 不 同类 型 的 细胞 或 同一 个 细胞 在 不 同 的 活动 状 
态 下 ,蛋白质 组 的 构成 是 不 一 样 的 。 

蛋白 质 组 的 这 种 多 样 性 使 得 我 们 对 蛋白 质 组 的 定义 出 现 了 问题 。 目前 蛋白 质 组 比较 
公认 的 定义 是 ,一 个 基因 组 所 有 基因 所 表达 的 全 部 蛋白 质 。 这 种 定义 在 文字 上 可 以 理解 ， 
但 在 实际 中 却 难以 运用 。 任 何 一 种 基因 组 ,都 是 由 不 编码 蛋白 质 的 核 苷 酸 序 列 和 编码 蛋 
白质 的 核 音 酸 序列 一 一 基因 所 组 成 。 然 而 ,除了 已 经 知道 有 蛋白 质 产 物 的 基因 以 外 ,其 余 
的 基因 “只 不 过 是 根据 "起 始 密码 ”和 ”终止 密码 "序列 所 确定 的 “可 读 框 "(open reading 
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frame,ORF)。 一 般 说 来 ,一 个 基因 组 内 的 基因 数目 通常 是 指 ORF 的 数目 。 基 因 组 研究 
的 实践 告诉 我 们 ,要 想 准 确 无 误 的 肯定 一 个 基因 组 内 的 ORF 数目 ,并 不 是 一 件 容 易 的 事 。 
虽然 生物 信息 学 已 经 有 了 长 足 的 进步 ,但 是 直接 从 基因 组 的 序列 进行 基因 注释 (annota- 
tion) 还 是 很 困难 的 。 不 久 前 人 们 发 现 ,对 一 个 简单 的 细菌 (Mycopiasmza gexztaliuzz ) 基 因 
组 的 340 个 基因 的 注释 ,其 错 注 的 比率 至 少 是 8%001。 对 于 那些 高 等 生物 复杂 的 基因 
组 ,尤其 是 存在 RNA 剪 切 的 基因 组 ,要 想 确 定 其 ORF 的 数目 就 更 成 问题 了 。 

显然 ,最 能 确定 ORF 的 数量 应 该 是 通过 研究 蛋白 质 组 来 进行 。 据 最 新 统计 ,人 类 基 
因 组 拥有 的 基因 数目 为 3 万 一 4 万 个 。 如 果 我 们 能 够 把 人 的 252 种 细胞 内 的 全 部 蛋白 质 
都 鉴定 出 来 ,那么 就 有 可 能 真正 知道 人 类 基因 组 的 所 有 基因 。 但 是 这 样 一 来 ,基因 组 和 和 蛋 
白质 组 进入 了 "循环 定义 ?之 中 :蛋白 质 组 是 以 基因 组 拥有 的 所 有 基因 的 表达 产物 来 构成 ， 
而 所 有 基因 的 确定 又 必须 通过 蛋白质 组 来 给 予 肯 定 。 当 然 ,蛋白 质 是 最 终 的 太 度 。 确 定 
了 一 个 蛋白 质 就 肯定 了 一 个 基因 ,但 确定 了 一 个 ORF 却 并 不 能 肯定 它 会 有 对 应 的 和 蛋白质 
产物 。 

即使 基因 注释 或 ORF 数目 的 问题 我 们 能 够 解决 ,这 些 ORF 是 否 与 蛋白 质 存 在 一 一 
对 应 关系 也 仍 是 一 个 问题 。 一 方面 ,人 们 已 经 发 现 有 许多 " 拟 基 因 ”(pseudogene) 的 存在 ， 
这 些 拟 基因 有 和 真 基因 相同 的 ORF, 但 却 从 不 表达 。 另 一 方面 ,由 于 存在 RNA 水 平 上 遗 
传 信息 的 加 工 一 一 mRNA 编辑 (RNA editing) 和 和 蛋白质 水 平 上 遗传 信息 的 加 工 一 一 蛋白 
质 剪 切 (protein splicing ) ,许多 和 蛋白质 很 难 找到 直接 对 应 的 ORFE。 所 以 ,要 想 找 出 一 个 生 
物体 基因 组 的 全 部 基因 和 相应 的 全 部 蛋白 质 是 一 个 非常 困难 的 任务 。 


《一 ) 有 限 与 无 限 


对 于 基因 组 研究 而 言 ,核心 任务 是 测定 所 有 的 DNA 碱 基 序列 。 例 如 , 芽 殖 酵母 基因 
组 有 1 200 万 碱 基 对 ,人 类 基因 组 的 最 新 统计 为 32 亿 个 碱 基 对 。 要 测定 的 基因 组 不 论 大 
小 ,其 核 苷 酸 的 数量 是 明确 的 。 然 而 ,对 蛋白 质 组 来 说 ,蛋白 质 的 种 类 究竟 有 多 少 就 很 难 
说 了 。 上 面 说 过 ,蛋白 质 组 可 以 被 定义 为 基因 组 基因 表达 的 所 有 和 蛋白质 ,但 这 一 定义 没有 
考虑 蛋白 质 的 修饰 。 细 胞 内 的 大 部 分 蛋白 质 通常 都 被 进行 过 翻译 后 修饰 ,主要 有 磷酸 化 、 
糖 基 化 酰基 化 等 。 修 饰 过 的 蛋白 质 具 有 其 特定 的 物理 化 学 性 质 和 生物 学 功能 。 对 蛋白 
质 修饰 的 研究 已 构成 了 蛋白 质 组 研究 的 一 个 重要 部 分 ,由 此 还 形成 了 和 蛋白质 组 学 的 一 个 
分 支 :修饰 蛋白 质 组 学 !5] 。 如 果 把 一 个 修饰 蛋白 视 为 一 种 新 的 蛋白 质 ,那么 蛋白 质 组 的 
蛋白 质数 量 将 远 远 大 于 相应 的 基因 组 的 基因 数量 。 在 这 个 意义 上 ,人 们 估计 人 类 蛋白质 
组 的 蛋白 质 的 种 类 为 20 万 一 200 万 2) 。 显 而 易 见 ,对 蛋白 质 组 的 蛋白 质数 量 的 估计 是 
非常 模糊 的 。 

从 蛋白 质 修饰 的 角度 来 看 ,不 仅仅 是 蛋白 质 组 的 蛋白 质 种 类 大 大 增加 ,更 重要 的 是 ， 
由 于 不 存在 度量 蛋白 质 修 饰 的 上 度 ,人 们 也 许 永 远 不 能 像 确定 基因 组 核 苷 酸 序列 那样 肯 
定 地 把 握 生 物体 内 和 蛋白质 组 的 蛋白 质数 量 。 如 果 说 表达 的 蛋白 质 的 种 类 可 以 根据 基因 的 
数目 来 确定 ,那么 修饰 形成 的 蛋白 质 种 类 只 有 依靠 对 蛋白 质 的 直接 研究 来 决定 ,而 这 种 研 
究 是 没有 止境 的 ,因为 蛋白 质 的 修饰 和 生命 的 活动 密切 相关 。 从 这 种 意义 上 来 说 ,对 基因 
组 核 苷 酸 序列 的 测定 是 一 种 "有限 "的 工作 ,而 对 和 蛋白质 组 的 蛋白 质 种 类 的 确定 则 是 一 种 
无限" 的 工作 。 
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(三 ) 静态 与 动态 


一 个 个 体 的 基因 组 自 个 体 诞 生 到 死亡 ,始终 保持 不 变 。 而 作为 新 陈 代谢 的 主要 执行 
者 的 蛋白 质 组 ,在 个 体 的 生命 活动 中 却 总 是 变动 不 停 。 人 们 可 以 通过 确定 变化 的 蛋白 质 
来 理解 其 功能 。 因 此 ,蛋白 质 组 研究 的 一 个 重要 任务 是 , 找 出 蛋白 质 组 里 发 生 了 变化 的 蛋 
白质 。 生 命 活动 中 的 蛋白 质 可 以 大 致 分 为 两 类 :一 类 是 比较 稳定 的 ,如 负责 细胞 各 种 结构 
组 成 的 蛋白 质 。 另 一 类 则 是 随 细 胞 的 活动 和 状态 发 生 量 或 质变 化 的 蛋白 质 , 如 负责 信和 号 
转 导 或 细胞 活动 调控 的 蛋白 质 。 在 这 种 意义 上 ,人 们 把 以 研究 蛋白 质变 化 为 主 的 蛋白 质 
组 学 称 为 功能 蛋白 质 组 学 (functional proteomics)。 它 主要 是 比较 在 不 同 生 长 状态 下 或 病 
理 情 况 下 的 同一 种 细胞 或 组 织 的 蛋白 质 组 内 的 差异 蛋白 质 。 与 此 相对 应 ,测定 一 个 细胞 
或 组 织 含 有 的 全 部 蛋白 质 种 类 的 研究 就 是 通常 所 说 的 蛋白 质 组 学 。 例 如 “Large Scale 
Proteomics” 公 司 正 在 从 事 的 “人 类 蛋白质 索引 ” (Human Protein Index，HPI) 项 目 , 就 是 
要 建立 一 个 人 类 所 有 蛋白 质 的 数据 库 ; 据 说 目前 已 从 157 种 不 同 的 组 织 中 得 到 11.5 万 种 
蛋白 质 [3]。 

这 种 对 蛋白 质 动 态 的 研究 又 引出 了 蛋白质 组 学 的 另 一 个 问题 , 即 怎样 区 分 差异 蛋白 
质 是 属于 生物 学 意义 上 的 还 是 实验 意义 上 的 。 因 为 蛋白 质 的 稳定 性 要 比 核酸 差 得 多 ,在 
制备 的 过 程 中 可 能 会 发 生 降 解 或 丢失 。 此 外 ,差异 蛋白 质 的 区 分 通常 是 通过 蛋白 质 双向 
凝 胶 电泳 来 检测 ,而 双向 电泳 由 于 自身 分 辨 率 的 限制 ,难以 测定 微量 的 蛋白 质变 化 。 有 实 
验 表 明 ,目前 的 双向 电泳 技术 对 酵母 细胞 中 低 于 1 000 个 拷贝 量 的 蛋白 质 是 检测 不 到 
的 494 。 还 有 一 个 问题 是 ,对 于 大 多 数 差异 蛋白 质 而 言 ,有 或 无 这 类 质 的 变化 的 差异 蛋白 
质 较 少 ,而 在 量 的 增 减 方面 的 差异 蛋白 质 则 较 多 。 由 于 双向 电泳 技术 的 不 稳定 性 ,所 以 要 
准确 测定 蛋白 质量 的 差异 是 一 个 困难 的 任务 。 因 此 ,从 动态 的 角度 来 研究 蛋白 质 组 是 当 
前 蛋白 质 组 学 的 一 个 挑战 。 

尽管 测定 差异 蛋白 质 的 技术 难度 较 大 ,但 功能 蛋白 质 组 学 在 今后 一 段 时 间 将 仍然 是 
和 蛋 白 质 组 研究 领域 的 主要 方向 。 首 先 ,蛋白 质 的 差异 和 变化 是 生命 活动 的 重要 方式 ;发 现 
在 正常 和 病理 状态 下 出 现 差异 的 蛋白 质 常 常 是 认识 和 防治 疾病 的 关键 。 因 此 大 多 数 研究 
者 仅仅 关心 寻找 蛋白 质 的 差异 表达 谱 。 其 次 ,鉴定 出 一 个 细胞 或 组 织 中 的 所 有 蛋白 质 是 
一 项 费时 费 钱 的 工作 ,需要 大 量 的 人 力 和 物力 。 相 比 之 下 ,测定 差异 蛋白 质 的 任务 需要 的 
投入 就 小 得 多 。 


〈 四 ) 时 间 与 空间 


DNA 通常 位 于 细胞 核 内 , 且 保 持 稳定 ,因此 测定 基因 组 的 DNA 序列 是 不 受 时 空 的 影 
啊 。 对 于 转录 的 mRNA 来 说 ,时 间 是 主要 的 参考 因素 ,在 发 育 的 不 同 阶段 或 细胞 的 不 同 
活动 时 期 ,mRNA 的 表达 是 不 一 样 的 。 因 此 ,在 研究 转录 组 或 基因 芯片 时 必须 考虑 到 时 
间 ,但 通常 不 需要 考虑 空间 的 影响 。 而 在 蛋白 质 组 的 研究 中 ,不 仅 要 考虑 时 间 的 因素 ,更 
要 考虑 空间 的 影响 。 首 先 ,不 同 的 的 蛋白 质 分 布 在 细胞 的 不 同 部 位 。 它 们 的 功能 与 其 空 
间 定 位 密切 相关 。 要 想 真正 了 解 蛋白 质 的 功能 ,必须 要 知道 蛋白 质 所 处 的 空间 位 置 。 其 
次 ,许多 蛋白质 在 细胞 里 不 是 静止 不 动 的 ,它们 在 细胞 里 常常 通过 在 不 同 的 亚 细 胞 环境 里 
的 运动 发 挥 作 用 。 例 如 ,在 细胞 周期 的 调控 过 程 中 ,磷酸 酯 酶 Cdc25 在 细胞 核 内 对 蛋白 激 
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酶 Cdc2 进行 去 磷酸 化 ,从 而 激活 Cdc2 ,使 细胞 进入 分 裂 期 。 如 果 DNA 损伤 发 生 ,Cdc25 
会 被 一 种 14-3-3 蛋白 从 细胞 核 内 转运 到 胞 质 内 ,导致 核 内 的 Cdc2 保持 磷酸 化 和 失 活 状 
态 , 使 细胞 停滞 在 G; 期 505]。 细 胞 的 信号 传导 和 转录 调控 也 常 依赖 于 蛋白 质 在 空间 位 置 
的 变化 和 运动 。 因 此 ,蛋白 质 组 学 中 又 派生 了 一 个 与 空间 紧密 相关 的 新 研究 领域 一 一 亚 
细胞 蛋白 质 组 学 !161 , 这 种 亚 细 胞 蛋白 质 组 可 能 是 细胞 器 蛋白 质 组 ,如 高 尔 基体 蛋白 质 
组 GE ;也 可 能 是 比 细胞 器 还 要 小 的 组 分 一 一 如 核 膜 11481。 对 亚 细 胞 蛋白 质 组 的 研究 将 有 
助 于 对 亚 细 胞 结构 和 功能 的 理解 。 此 外 ,值得 一 提 的 是 ,分 级 分 离 技术 对 于 研究 细胞 的 整 
体 蛋 白质 组 也 是 很 有 用 的 。 目 前 双向 电泳 技术 能 分 离 的 蛋白 质数 量 最 多 是 几 千 种 ,而 一 
个 细胞 内 的 蛋白 质数 量 通常 会 超过 万 种 ,尤其 是 高 等 真 核 生 物 的 细胞 ,可 能 有 数 万 种 蛋白 
质 。 因 此 ,用 双向 电泳 技术 分 离 全 细胞 的 蛋白 质 组 分 的 效果 很 不 理想 。 如 果 利 用 细胞 的 
分 级 分 离 技术 ,人 们 可 以 把 细胞 不 同 组 分 的 蛋白 质谱 分 别 进行 鉴定 ,然后 再 进行 组装”， 
从 而 得 到 细胞 完整 的 蛋白 质谱 。 

对 于 亚 细 胞 蛋白 质 组 学 来 说 ,关键 技术 是 对 细胞 进行 恰当 的 分 级 分 离 。 由 此 ,蛋白 质 
组 研究 又 面临 着 一 个 新 的 挑战 :如 何 获得 完整 的 亚 细 胞 成 分 。 在 这 种 分 级 分 离 过 程 中 , 既 
要 避免 待 研究 的 亚 细 胞 组 成 蛋白 质 的 丢失 ,又 要 避免 非 组 成 蛋白 质 的 "污染 ”。 另 外 ,如 何 
区 别 亚 细胞 组 成 蛋白 质 和 由 于 生理 作用 而 在 细胞 不 同 区 域 进 行 运动 的 蛋白 质 也 是 亚 细 胞 
蛋白 质 组 的 一 个 技术 难点 。 例 如 ,负责 转运 蛋白 质 的 高 尔 基 体 , 既 有 组 成 蛋白 质 ,也 有 待 
输送 的 和 蛋白质, 在 研究 高 尔 基 体 蛋 白质 组 时 应 该 加 以 区 分 。 


五 ) 狐 立 行为 导 相 互 作用 


基因 组 的 基因 表达 的 各 种 mRNA 是 彼此 孤立 的 , 互 不 干扰 。 但 是 mRNA 的 产物 
一 一 蛋白 质 正 好 相反 ,它们 彼此 间 有 着 广泛 的 相互 作用 。 也 许可 以 说 ,不 存在 不 与 其 他 蛋 
自 质 发 生 作 用 的 “孤立 蛋白 质 "。 和 蛋白 质 的 功能 的 实现 离 不 开 蛋 白质 与 蛋白 质 或 蛋白 质 与 
其 他 生物 大 分 子 之 间 的 相互 作用 。 所 以 ,蛋白 质 组 研究 的 一 个 主要 内 容 是 研究 大 规模 的 
蛋 和 白质 的 相互 作用 。 科 学 家 为 此 专门 发 明了 一 个 新 的 名 词 一 一 ”相互 作用 组 ”(interac- 
)[19] 。 
相互 作用 组 研究 可 以 分 为 两 类 。 第 一 类 是 研究 蛋白 质 相 互 作 用 的 网 络 。 细 胞 内 的 许 
”多 活动 如 信和 号 转 导 等 都 是 通过 一 个 复杂 而 广泛 的 蛋白 质 相互 作 用 网 络 来 实现 的 。 不 久 
前 ,科学 家 通过 大 规模 双 杂 交 的 手段 ,利用 27 种 蛋白 质 对 线虫 的 基因 组 进行 了 筛选 ,得 到 
了 参与 线虫 生殖 器 发 育 的 124 种 发 生 相 互 作用 的 蛋白 质 ,其 中 大 约 有 100 种 是 未 知 功能 
的 蛋白 质 !201。 对 这 一 类 型 的 研究 来 说 ,除了 大 规模 双 杂 交 技 术 外 ,人 们 还 使 用 了 鸣 菌 体 
显示 技术 (phage-display) 和 和 蛋 白质 芯 片 技 术 !22] 。 对 于 大 规模 蛋白 质 相 互 作 用 分 析 而 言 ， 
最 突出 的 技术 问题 是 虚假 信号 比较 多 ,如 双 杂 交 技 术 容 易 出 现 假 阳 性 ,而 喉 菌 体 显 示 技 术 
则 容易 产生 假 阴 性 。 显 然 , 如 果 把 不 同 技术 结合 起 来 ,可 以 把 结果 进行 互补 ,从 而 更 准确 
地 描绘 出 蛋白 质 的 相互 作用 网 络 。 

相互 作用 组 的 另 一 类 研究 是 蛋白 质 复合 体 组 成 的 分 析 。 蛋 白质 复合 体 通常 可 以 分 为 
两 种 。 一 种 是 结构 型 的 蛋白 质 复合 体 , 如 核 孔 复合 体 ; 这 一 类 通常 比较 稳定 。 另 一 种 则 是 
功能 型 蛋白 质 复合 体 ,例如 ,负责 转录 的 转录 和 蛋白 复合 体 或 者 负责 DNA 复制 的 复制 蛋白 
复合 体 ; 这 类 复合 体 只 有 在 执行 功能 时 才 聚 合 在 一 起 ,因此 很 不 稳定 。 对 于 结构 型 蛋白 质 
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复合 体 , 通 常 采用 分 级 分 离 的 方法 进行 富 集 , 然 后 再 用 经 典 的 蛋 白 质 组 研究 方法 如 电泳 和 
质谱 进行 研究 。 但 对 于 功能 型 蛋白 质 复合 体 , 现 有 的 方法 就 很 难 胜 任 了 。 最 近 ,研究 者 发 
明了 一 种 新 的 分 离 方法 ,可 能 有 助 于 对 这 类 和 蛋白 质 复 合体 的 研究 。 首 先是 构造 能 够 表达 
含有 特定 标签 肽 段 (tag) 的 复合 蛋白 质 的 质粒 ,这 些 质粒 表达 的 蛋白 质 在 正常 生理 状态 下 
与 细胞 内 能 够 与 其 发 生 相互 作 用 的 其 他 种 类 蛋白 质 形成 复合 物 ;然后 通过 对 标签 肽 段 有 
专 一 亲 和 性 的 亲 和 分 离 柱 进行 提取 ,最 后 再 通过 电泳 和 质谱 对 这 些 蛋 白质 复合 物 的 组 分 
进行 分 析 !23,241。 发 展 对 蛋白 质 复合 体 的 研究 技术 将 是 今后 蛋白 质 组 学 的 一 项 重要 任务 。 


(AN) 单一 手段 性 多 种 撤 术 


对 于 研究 核酸 和 蛋白质 这 类 生物 大 分 子 来 说 ,测定 其 序列 是 首要 任务 。 在 20 世纪 
50 年 代 分 子 生 物 学 刚刚 诞生 之 际 ,科学 家 就 发 明了 测定 蛋白 质 氨基 酸 序列 的 方法 喇 ] 。 
在 70 年 代 研 究 者 又 发 明了 测定 DNA 核 苷 酸 序列 的 化 学 法 和 酶 法 525271。 随 后 大 们 发 现 ， 
测定 DNA 的 核 苷 酸 序列 要 远 比 测定 蛋白 质 的 氨基 酸 序 列 容 易 得 多 。 因 此 ,在 80 年 代 和 
90 年 代 , 测 定 DNA 序列 成 为 分 子 生 物 学 研究 的 一 个 主要 手段 ,而 蛋白 质 序列 的 测定 则 很 
少 人 问津 。 即 使 需要 知道 某 种 蛋白 质 的 序列 ,研究 者 也 尽 可 能 试图 先 得 到 其 编码 的 基因 
或 cDNA, 测 定 其 核 苷 酸 序列 ,最 后 再 推出 对 应 的 蛋白 质 序列 。 但 是 ,对 于 蛋白 质 组 研究 
而 言 ,测序 工作 不 再 是 一 个 可 以 绕 开 的 问题 。 生 物质 谱 技术 的 出 现 ,为 蛋白 质 序列 测 定 提 
供 了 一 个 最 主要 的 手段 。 这 也 就 是 为 什么 质谱 技术 现 已 成 为 蛋白 质 组 研究 的 核 必 技 术 的 
原因 。 

前 面 已 讨论 过 ,基因 组 既 无 量 的 变化 ,也 没有 质 的 变化 。 在 基因 组 研究 中 ,DNA 测序 
技术 是 一 个 最 基本 和 最 主要 的 工具 。 这 是 因为 基因 组 的 均一 性 和 简单 性 使 得 一 种 单一 的 
技术 就 能 胜任 基因 组 研究 任务 。 但 是 ,在 蛋白 质 组 研究 中 ,需要 的 研究 技术 就 远 远 不 止 一 
种 ,并 且 技 术 的 难度 也 远 远大 于 基因 组 研究 技术 。 

蛋白 质 组 研究 技术 可 以 简单 地 分 为 两 大 类 。 第 一 类 是 蛋白 质 组 的 分 离 技术 。 前 面 所 
说 过 的 双 辐 电泳 技术 、 细 胞 分 级 分 离 技术 `. 亲 和 层 析 技 术 都 是 蛋白 质 组 常用 的 分 离 技术 。 
蛋白 质 组 分 离 有 这 样 几 个 难点 。 首 先是 量 的 问题 ,不 同 的 蛋白 质数 量 在 细胞 内 可 以 有 很 
大 的 差别 。 例 如 ,在 酵母 细胞 里 ,有 些 细胞 周期 调控 蛋白 不 到 100 个 分 子 , 而 糖 基 酶 可 能 
有 200 万 个 分 子 ! 吕 。 估 计 和 蛋白 质量 的 动态 差别 可 达到 105 数 量 级 。 其 次 是 质 的 问题 , 蛋 
白质 是 由 20 种 化 学 性 质 各 异 的 氨基 酸 所 组 成 ,因此 不 同 的 蛋白 质 的 物理 化 学 性 质 差别 很 
大 。 有 些 蛋 白质 易 溶 于 极 性 溶剂 ,有 些 蛋 白质 则 难 溶 于 极 性 溶剂 ;有 些 蛋 白质 较 稳 定 , 有 
些 蛋 白质 则 易 降 解 。 目 前 膜 蛋白 的 提取 仍 很 不 理想 。 

第 二 类 是 蛋白 质 组 的 鉴定 技术 ,其 核心 是 质谱 技术 。 蛋 白质 芯片 技术 、 喉 菌 体 显 示 技 
术 和 大 规模 双 杂 交 方 法 等 也 属于 鉴定 技术 。 现 有 鉴定 技术 面临 的 一 个 最 大 问题 是 ,它们 
都 依赖 于 已 知 的 蛋白 质 或 基因 的 序列 作为 检测 的 基础 ,通过 比较 来 确定 待 测定 的 蛋白 质 。 
对 于 在 已 有 数据 库 中 没有 记载 的 全 新 蛋白 质 进行 "从 头 测定 "(ce xzovwo identification) 是 一 
个 很 困难 的 任务 ,一 般 是 利用 经 典 的 Edman 降解 法 进行 N 端 序列 测定 或 C 端 化 学 降解 
法 测定 C 端 序 列 。 

简 而 言 之 ,蛋白 质 组 研究 对 技术 的 依赖 性 和 要 求 远 远 超过 基因 组 学 。 目 前 ,蛋白 质 组 
学 的 研究 技术 还 有 很 多 不 完善 之 处 ,许多 新 技术 正在 研发 之 中 。 因 此 ,蛋白 质 组 学 的 发 展 
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是 受 技术 限制 的 ,也 是 受 技 术 推动 的 。 
(七 ) 互补 与 互助 


自从 20 世纪 中 叶 分 子 生 物 学 因 DNA 结构 和 和 蛋白 质 结 构 的 解析 而 诞生 以 来 ,现代 生 
命 科 学 的 主旋律 一 直 是 围绕 着 核酸 与 蛋白 质 展开 。 在 后 基因 组 时 代 , 蛋 白质 组 研究 和 基 
因 组 研究 依然 是 形 影 相 随 的 两 个 重要 和 领域。 它们 之 间 既 为 互相 补充 又 能 互相 帮助 。 

当 基因 组 测序 工作 结束 之 后 ,下 一 个 主要 任务 是 要 进行 基因 注释 (annotation) , 找 出 
所 有 可 能 的 基因 或 ORF。 前 面 曾 经 说 过 ,一 般 情况 下 注释 的 出 错 率 是 比较 高 的 1。 但 
是 ,如 果 有 和 蛋白质 组 的 数据 作 参 考 ,可 以 大 大 提高 注释 的 正确 率 。 此 外 , 由 于 高 等 真 核 生 
物 个 体 的 基因 大 多 是 非 连续 性 的 , 即 由 编码 氨基 酸 的 外 显 子 和 非 编 码 氨基 酸 的 内 含 子 所 
组 成 ,因此 确定 完整 的 ORF 也 非 易 事 。 显 然 , 利 用 蛋白 质 的 序列 来 推测 和 确定 ORF 的 全 
长 也 是 很 有 帮助 的 。 

mRNA 是 介 于 基因 和 和 蛋白 质 之 间 的 中 间 产 物 。 因 为 它 既 是 基因 的 直接 产物 ,又 比 蛋 
白质 要 容易 分 析 , 所 以 ,研究 mRNA 的 表达 模式 也 是 了 解 基因 组 和 蛋白质 组 的 一 个 重要 
途径 。 为 此 专门 形成 了 一 个 新 的 研究 领域 一 一 转录 组 (transcriptome)。 研 究 转录 组 的 主 
要 手段 是 基因 芯片 技术 ,此 外 如 SAGE 技术 也 可 用 于 转录 组 研究 [21。 有 报道 认为 ,可 以 


”从 mRNA 的 转录 水 平 去 测定 相应 的 蛋白 质 的 含量 。 在 酵母 细胞 里 , 一 个 mRNA 分 子 大 


约 能 翻译 出 4 000 个 蛋白 质 分 子 [28]。 

蛋白 质 组 的 许多 工作 也 离 不 开 对 基因 组 的 研究 。 这 一 点 在 蛋白 质 相 互 作 用 的 研究 中 
尤为 突出 。 双 杂交 技术 、 史 菌 体 显示 技术 等 就 是 以 基因 组 数据 和 技术 为 基础 的 。 在 质谱 
测定 蛋白 质 的 过 程 中 , 离 不 开 对 已 知 基 因 组 的 基因 数据 的 比较 。 有 人 把 蛋白 质 组 研究 比 
做 一 种 双向 研究 :经 典 的 蛋白 质 组 学 是 从 蛋白 质 组 到 转录 组 再 到 基因 组 ,而 “ 反 向 蛋白 质 
组 学 ”"(reverse proteomics) 则 是 从 基因 组 到 转录 组 再 到 蛋白 质 组 !30]。 


二 、 重 日 质 组 学 上 友 展 趋 妇 


蛋白 质 组 学 一 经 出 现 ,就 有 两 种 研究 策略 。 一 种 可 称 为 " 竭 泽 法 ”, 即 采用 高 通 量 的 蛋 
白质 组 研究 技术 分 析 生物 体内 尽 可 能 多 乃至 接近 所 有 的 蛋白 质 , 这 种 观点 从 大 规模 、 系 统 
性 的 角度 来 看 待 蛋 白质 组 学 ,也 更 符合 蛋白 质 组 学 的 本 质 。 但 是 ,由 于 蛋白 质 表 达 随 空间 
和 时 间 不 断 变化 ,要 分 析 生 物体 内 所 有 的 蛋白 质 是 一 个 难以 实现 的 目标 。 另 一 种 策略 可 
称 为 “功能 法 ”, 即 研究 不 同时 期 细胞 蛋白 质 组 成 的 变化 ,如 蛋白 质 在 不 同 环境 下 的 差异 表 
达 , 以 发 现 有 差异 的 蛋白 质 种 类 为 主要 目标 。 这 种 观点 更 倾向 于 把 蛋白 质 组 学 作为 研究 
生命 现象 的 手段 和 方法 。 

早期 蛋白 质 组 学 的 研究 范围 主要 是 指 蛋 白质 的 表达 模式 (expression profile) ， 随 着 学 
科 的 发 展 , 蛋 白质 组 学 的 研究 范围 也 在 不 断 完 善 和 扩充 。 蛋 白质 翻译 后 修饰 研究 已 成 为 
蛋白 质 组 研究 中 的 重要 部 分 。 蛋 白质 -蛋白质 相 互 作 用 的 研究 也 已 被 纳入 蛋白 质 组 学 的 
研究 范畴 。 而 蛋白 质 高 级 结构 的 解析 即 传统 的 结构 生物 学 , 虽 也 有 人 试图 将 其 纳入 蛋白 
质 组 学 研究 范围 ,但 目前 仍 独 树 一 帜 。 

在 基础 研究 方面 , 近 两 年 来 蛋白 质 组 研究 技术 已 被 应 用 到 各 种 生命 科学 领域 ,如 细胞 
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生物 学 神经 生物 学 等 。 在 研究 对 象 上 ,覆盖 了 原核 微生物 、 真 核 微 生物 、 植 物 和 动物 等 范 
围 ,涉及 到 各 种 重要 的 生物 学 现象 ,如 信号 转 导 、 细 胞 分 化 、 蛋 日 质 折 和 县 等 。 在 未 来 的 发 展 
中 ,蛋白 质 组 学 的 研究 领域 将 更 加 广泛 。 

在 应 用 研究 方面 ,蛋白 质 组 学 将 成 为 寻找 疾病 分 子 标记 和 药物 驾 标 最 有 效 的 方法 之 
一 。 在 对 癌症 .早老 性 痴呆 等 人 类 重大 疾病 的 临床 诊断 和 治疗 方面 重 白 质 组 技术 也 有 十 
分 诱 人 的 前 景 , 目 前 国际 上 许多 大 型 药物 公司 正 投入 大 量 的 人 力 和 物力 进行 蛋白 质 组 学 


方面 的 应 用 性 研究 。 

在 技术 发 展 方面 ,蛋白 质 组 学 的 研究 方法 将 出 现 多 种 技术 并 存 . 各 有 优势 和 局 限 的 局 
面 ,而 难以 像 基因 组 研究 一 样 形成 比较 一 致 的 方法 。 除 了 发 展 新 方法 外 ,更 强调 各 种 方法 
间 的 整合 和 互补 ,以 适应 不 同 蛋白 质 的 不 同 特征 。 另 外 ,蛋白 质 组 学 与 其 他 学 科 的 交叉 也 
将 日 益 显 著 和 重要 ,这 种 交叉 是 新 技术 、 新 方法 的 活水 之 源 , 更 重要 的 是 ,蛋白 质 组 学 与 其 
他 大 规模 科学 如 基因 组 学 生物 信息 学 等 领域 的 交叉 ,所 呈现 出 的 系统 生物 学 (systems 
biology) 研 究 模式 ,将 成 为 未 来 生命 科学 最 令 人 激动 的 新 前 沿 。 


( 灵 家 寄 曾 贬 ) 
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第 十 二 章 样品 的 全 息 制 备 


蛋白 质 样品 制备 是 蛋白 质 组 研究 的 第 一 步 , 无 论 后 续 采用 怎样 的 分 离 或 鉴定 手段 , 样 
品 制备 都 是 关键 步 又。 从 蛋白 质 组 大 规模 研究 的 角度 而 言 ,要求 样品 制备 尽 可 能 获得 所 
有 的 蛋白 质 , 但 由 于 蛋白 质 种 类 多 、 丰 度 不 一 和 物化 特性 多 样 等 ,要 达到 真正 的 全 息 制 备 
是 有 难度 的 。 当 然 ,样品 制备 的 方法 还 必须 与 后 续 的 分 离 或 鉴定 方法 相 匹配 ,如 采用 双向 
凝 胶 电 泳 , 需 谨慎 使 用 SDS 抽 提 蛋白质, 如 果 以 液 相 色谱 作为 分 离 手段 , 太 多 的 去 污 剂 和 
两 性 电解 质 不 是 一 个 好 的 选择 。 更 重要 的 是 ,样品 的 来 源 千 差 万 别 ,针对 不 同 来 源 的 样品 
(如 细胞 样品 \ 动 物 组 织 样品 \ 植 物 样品 \ 体 液 等 ) ,需要 采取 不 同 的 蛋白 质 抽 提 方 法 。 本 章 
就 常规 样品 的 制备 和 不 同 来 源 蛋 白质 的 样品 制备 进行 详细 曾 述 。 


第 一 节 双向 凝 胶 电泳 常规 样品 制备 及 其 改进 
= 全 澳 述 


目前 蛋白 质 组 研究 技术 发 展 很 快 ,新 的 研究 方法 和 研究 手段 不 断 涌 现 ,如 毛细 管 等 电 
聚焦 器 、 多 维 色 谱 [] 、 分 子 扫描 仪 和 微 流 芯片 63] 等 。 而 双向 凝 胶 电 泳 (two-dimensional gel 
electrophoresis) 技 术 是 蛋白 质 组 研究 中 最 早 的 支撑 技术 之 一 , 自 OFarelll4 等 提出 以 来 ， 
已 有 近 30 年 的 历史 。 由 于 双向 凝 胶 电 泳 技术 具有 高 分 辩 率 高 重复 性 、 微 量 分析 和 制备 
等 性 能 ,仍然 是 当今 蛋白 质 组 分 析 研 究 中 的 一 个 强 有 力 的 工具 。 因 而 针对 双向 凝 胶 电泳 
样品 制备 方法 的 探索 也 是 蛋白 质 组 研究 的 一 个 重要 方面 。 

目前 双向 北 胶 电泳 的 双向 一 般 是 指 第 一 向 为 等 电 聚 焦 (IEF) ,根据 蛋白 质 等 电 点 进 
行 分 离 ; 第 二 向 为 SDS 凝 胶 电 泳 (SDS-PAGE) ,根据 蛋白 质 的 相对 分 子 质 量 进行 分 离 。 所 
以 ,在 样品 制备 过 程 中 ,一 切 影 响 等 电 聚 焦 和 凝 胶 电泳 的 因素 都 应 该 考虑 在 内 。 样 品 制备 
绝对 是 一 门 艺术 ,方法 可 以 从 简单 的 缓冲 液 溶解 ,到 应 用 离 液 剂 .还 原 剂 及 去 污 剂 来 进行 
复合 物 提 取 , 以 及 到 更 复杂 的 顺序 提取 (sequence extracting)l5'9 和 亚 细 胞 分 级 等 。 由 于 
实验 需求 的 不 同 以 及 样品 本 身 的 特殊 性 ,没有 一 种 样品 制备 方法 能 够 广泛 地 适用 于 各 种 


各 样 的 样品 。 所 以 ,对 于 每 一 个 有 着 不 同 要求 的 样品 ,都 需要 通过 大 量 的 实验 来 摸索 最 合 


适 的 实验 条 件 。 有 效 的 可 重复 的 样品 制备 方法 是 双向 凝 胶 电 泳 成 功 的 关键 ”201。 一 般 
来 说 ,一 种 理想 的 有 效 的 样品 制备 方法 应 该 满足 以 下 几 点 要 求 。 

中 在 合适 盐 浓度 下 ,可 重复 地 溶解 所 有 的 蛋白 质 ,包括 疏水 性 蛋白 质 , 并 使 样品 中 的 
和 蛋白质 以 分 离 的 多 肽 链 形式 存在 。 

凶 避 免 溶 解 性 低 的 蛋白 质 (如 膜 蛋白 ) 在 等 电 聚 焦 时 由 于 溶解 度 降低 而 沉淀 析出 。 

名 防止 蛋白 质 的 化 学 修饰 ,包括 蛋白 质 降解 、 蛋 白 酶 或 尿素 热 分 解 后 所 引起 的 修饰 。 

由 排除 核酸 、 多 糖 、 脂 类 和 其 他 干扰 分 子 。 

名 获得 的 目标 和 蛋白质 应 在 可 探测 水 平 ,有 时 需要 去 除 高 丰 度 蛋 白质 和 不 相关 和 蛋白 质 。 
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二 、 样 品 妥 解 液 中 各 种 成 分 分 析 


为 获得 最 佳 的 双向 电泳 分 离 结果 ,样品 一 般 使 用 促 溶 剂 去 污 剂 `. 还 原 剂 .IPG 缓冲 液 
和 两 性 电解 质 等 将 其 变性 并 充分 溶解 。 然 而 这 些 化 学 物质 应 满足 一 些 化 学 和 电学 要 求 ， 
如 适合 IPG 胶 条 的 IEF 技术 保持 蛋白 质 最 大 的 溶解 性 和 尽 可 能 低 的 离子 强度 (等 电 聚 
焦 加 以 高 电压 时 , 低 离 子 强度 使 得 电流 很 低 , 保 证 了 聚焦 的 快速 和 高 效 )。 关 于 溶解 方法 
更 多 具体 内 容 在 许多 相关 文章 中 均 有 讨论 10 2。 


《一 ) 离 液 剂 


尿素 是 最 常用 的 离 液 剂 (chaotropic agent) , 它 的 主要 作用 是 改变 或 破坏 氢 键 等 次 级 
键 的 结构 ,使 得 蛋白 质变 性 并 使 蛋白 酶 失 活 。 硫 脲 和 尿素 联合 使 用 ,可 以 大 大 增加 蛋白 质 
的 溶解 性 ,特别 是 膜 蛋 白 的 溶解 性 503, 。 尿 素 和 硫 脲 有 效 地 破坏 了 朴 水 键 , 防 止 了 聚集 
作用 和 二 级 结构 的 形成 ,聚集 作用 和 二 级 结构 的 形成 会 改变 蛋白 质 的 迁移 性 。 然 而 硫 脲 
在 水 中 的 溶解 性 很 差 ,需要 高 浓度 的 尿素 来 助 溶 ,因此 在 实际 应 用 中 ,需要 高 溶解 强度 时 ， 
一 般 用 2molL 硫 逐 和 S$ 一 8molLL 尿素 联合 使 用 。 


《一 ) 还 原 剂 


还 原 剂 (reducing agent) 主要 是 用 来 断裂 蛋白 质 分 子 中 Cys 残 基 之 间 形 成 的 二 硫 键 ， 
增加 蛋白 质 的 溶解 性 。 常 用 的 还 原 剂 有 8B- 芝 基 乙醇 .DTT 或 DIE(Dithioerythreitol) 和 
三 丁 基 腾 (TBP) 等 。 其 中 DTT 是 使 用 比较 广泛 的 还 原 剂 , 它 在 S0mmolLL 时 能 有 效 地 还 
原 大 部 分 的 二 硫 键 ,但 有 些 蛋 白质 仍 不 能 完全 被 还 原 。 但 是 如 果 过 分 提高 DTT 的 浓度 ， 
由 于 它 的 PK 在 8 左右 ,因而 会 影响 到 pH 梯度 。 另 外 ,DTT 在 碱 性 pH 值 下 会 发 生 去 质 
子 化 ,在 等 电 聚 焦 时 ,向 阳极 发 生 迁 移 , 使 得 阴极 的 DTT 损耗 而 不 足 55] ,导致 二 硫 键 复 
原 , 蛋 白质 沉淀 。 而 非 离子 型 还 原 剂 TBP 则 比 DTT 更 加 有 效 , 能 大 大 增加 和 蛋白 质 的 溶解 
性 ,在 低 摩 尔 浓 度 下 就 能 使 蛋白 质 得 以 还 原 [16] 。 

4 三 ) 去 海 剂 

去 污 剂 的 作用 主要 是 破坏 蛋白 质 分 子 之 间 的 下 水 相互 作用 ,提高 蛋白 质 的 溶解 性 , 防 
止 在 等 电 聚 焦 时 析出 。 去 污 剂 有 离子 型 . 非 离 子 型 和 兼 性 离子 型 等 几 类 。 经 常 使 用 的 去 
污 剂 有 阴离子 去 污 剂 SDS, 非 离子 去 污 剂 TritonX-100 和 NP-40 ,两 性 离子 去 污 剂 CHAPS 
等 。 原 则 上 去 污 剂 应 该 是 非 离子 型 或 者 是 兼 性 离子 型 ,这 样 才 不 会 影响 蛋白 质 迁 移 到 它 
们 各 自 的 等 电 点 位 置 。 离 子 型 去 污 剂 如 SDS 不 利于 等 电 聚 焦 , 然 而 由 于 SDS 的 缓冲 液 可 
抑制 蛋白 质 被 内 源 性 蛋白 水 解 酶 降解 ,并 提高 了 蛋白 质 的 溶解 性 !1 ,特别 是 膜 蛋白 的 溶 
解 性 ,因此 一 般 只 用 于 样品 处 理 的 初级 阶段 。 在 SDS 浓度 不 高 于 0.3% 时 ,对 等 电 聚 焦 不 
会 产生 太 大 的 影响 。 传 统 的 非 离 子 型 去 污 剂 ,如 Triton X100 和 NP-40, 以 前 用 得 较 多 ， 
现 多 数 以 兼 性 离子 去 污 剂 CHAPS (3-[(3-Cholamidopropyl)-Dimethylammonio ]-1-Pro- 
Pane Sulfonate) 代 替 。CHAPS 比 其 他 去 污 剂 溶解 疏水 性 氨基 酸 残 基 的 能 力 更 强 , 其 使 用 
浓度 一 般 在 1% 一 2% 。 然 而 它 在 高 浓度 脲 中 的 溶解 度 比较 低 , 因 此 不 断 有 新 的 去 污 剂 涌 
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现 出 来 ,如 新 的 兼 性 离子 去 污 剂 ASB-14118(amidosulfobetaine 14) ,Molloy 等 人 L19] 把 有 机 
溶剂 抽 提 的 大 肠 杆菌 蛋白 质 溶 于 含 ASB-14 的 增 溶 溶液 中 ,发现 蛋白 质 的 溶解 性 比 用 SB 
3-10 和 CHAPS 好 ;从 13 个 被 鉴定 的 蛋白 质 中 发 现 8 个 是 以 前 在 双向 胶 上 没有 发 现 过 
的 ,其 中 5 个 都 是 下 水 性 蛋白 质 。 


四) 两 性 电解 质 载体 


在 去 污 剂 存 在 的 情况 下 , 某 些 蛋白 质 在 等 电 聚 焦 的 时 候 仍旧 容易 沉淀 在 它们 的 等 电 
点 上 。 为 了 防止 这 种 现象 的 出 现 需 要 向 蛋白 质 溶 液 中 加 入 某 些 盐 类 以 增加 和 蛋 自 质 溶解 
度 ,但 是 与 此 同时 这 些 盐 类 又 会 使 聚焦 效果 不 理想 。 为 了 解决 这 个 问题 ,通常 在 缓冲 液 中 
加 入 两 性 电解 质 作为 载体 。 两 性 电解 质 能 够 促进 重 白 质 的 溶解 ,吸附 高 浓度 尿素 在 溶液 
中 形成 的 氰 酸 盐 离 子 (cyanate ions) ,离心 时 还 有 助 于 核酸 的 沉 演 。 此 外 , 它 还 可 以 阻止 样 
品 蛋白 质 和 IPG 胶 条 中 固 相 化 的 两 性 电解 质 相 互 作用 。 一 定 浓 度 的 两 性 电解 质 会 提高 
蛋白 质 溶解 性 ,在 第 一 向 等 电 聚 焦 时 ,提高 极 性 端 蛋白 质 的 聚焦 效果 ,如 图 13.1 所 示 。 


+pI3.5 pI9.5， ypI3.5 pI95 + 





图 13.1 两 性 电解 质 对 2-DE 分 辩 率 的 影响 
样品 取 自 培养 的 ECV 304 细胞 ,A 和 也 上 样 量 均 为 10ug, 第 一 向 为 7em pH 3 一 10 NL IPG 胶 条 ,第 二 向 为 11% 的 
PAGE。A, 两 性 电解 质 浓度 为 0.5% ; B, 两 性 电解 质 浓度 为 2% 


以 上 介绍 的 是 常规 使 用 的 各 种 裂解 液 成 分 对 样品 蛋白 质 的 作用 ,保证 蛋白 质 达 到 最 
大 的 溶解 度 并 适合 双向 凝 胶 电 泳 。 关 于 裂解 液 的 配方 ， 由 于 个 同 实验 室 有 者 不 同 的 习惯 
和 需求 ,配方 也 千差万别 。Gargl5] 总 结 了 三 种 裂解 液 的 配方 。 

9mol 夺 脲 , 1% (mV) DTT, 2% 一 4% (mV) CHAPS, 2% (VZV) 两 性 电解 
质 , pH3 一 10 和 10mmolAL Pefabloc 蛋白 酶 抑制 剂 。 

GO7molLL 脲 , 2molLL 硫 脲 ,1% (mAV) DTT, 2% 一 4% (mLV) CHAPS, 2%(V7 
V) 两 性 电解 质 , pH3 一 10 和 10mmolL Pefabloc 蛋白 酶 抑制 剂 。 

@ 热 的 SDS 缓冲 液 :1% (/V) SDS,100mmolLL Tris-HCI，pH7.0, 该 缓冲 液 裂 解 
样品 后 至 少 3 倍 稀释 于 1 或 2 的 裂解 液 中 。 根 据 目 标 蛋 白质 的 特性 和 实验 要 求 ,我 们 同 
样 可 以 摸索 出 更 合适 的 裂解 液 配方 ,进行 有 效 重 复 的 样品 制备 。 
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二 、 双 四 此 胶 电 沪 沉 规 样品 制备 


样品 制备 时 要 使 用 新 鲜 的 样品 或 者 将 新 鲜 样 品 速冻 〈 液 氮 或 -707C ) 保存 ;注意 防 
止 污染 ,佩戴 乳胶 手套 等 。 整 个 操作 过 程 在 冷库 或 冰 浴 中 进行 ,避免 蛋白 质 的 降解 修饰 。 
下 面 以 最 简单 的 培养 细胞 的 样品 制备 为 例 ,介绍 操作 步骤 如 下 。 

@ 常 规 细 胞 培养 , 待 长 至 80% 左 右 密 度 时 ,在 处 理 前 一 天 更 换 新 鲜 培 养 液 。 

@ 吸 去 培养 液 ,用 预 冷 PBS 清洗 细胞 ,重复 3 次 。 

@ 按 1 x 104 细 胞 加 50l 的 量 往 培养 下 中 加 裂解 液 (8molL Urea, 4% CHAPS， 
40mmolLL Tris,6SmmolLL DTT) ,刮刀 收集 。 

则 进行 超声 波 处 理 ,处 理 时 间 为 Ss, 间 歇 时 间 为 10s, 功 率 为 100 一 120W ,超声 处 理 至 
溶液 清澈 无 黏稠 物 为 止 。 

@) 4C、25 000g 离心 1h。 

人 @@ 取 上 清 测 蛋 白质 浓度 后 ,分 装 后 -707C 冰箱 中 冻 存 。 


四 、 重 日 质 顺 床 黄 取 法 


由 于 在 2-DE 胶 中 所 能 显示 出 的 蛋白 质 的 数量 ,依赖 于 细胞 中 蛋白 质 的 拷贝 数 、 蛋 白 
质 的 上 样 量 及 电泳 后 染色 方法 的 灵敏 度 。 为 了 能 够 富 集 低 拷贝 蛋白 质 ,很 多 实验 室 采 用 
了 样品 预 分 级 的 方法 ,如 亚 细 胞 分 级 `. 亲 和 分 级 、 蛋 白质 复合 物 分 级 和 根据 蛋白质 溶解 性 
的 顺序 提取 法 559 等。 另外, 窑 pH 范围 的 IPG 胶 条 在 一 定 意义 上 也 可 以 说 是 富 集 了 低 
拷贝 蛋白 质 , 提 高 了 低 丰 度 蛋 白质 在 2-DE 中 的 分 辩 率 。 

这 里 主要 介绍 蛋白 质 顺 序 提 取 法 , 它 是 根据 蛋白 质 溶解 性 差异 ,用 具有 不 同 溶解 能 力 
的 溶解 液 进行 顺序 提取 ,从 而 提高 了 样品 在 2-DE 中 的 可 检测 范围 。 其 具体 操作 步骤 如 
下 所 述 。 

溶液 A(40mmolLL Tris) 提 取 :将 细胞 裂解 ,振荡 混 勺 ,12 000rmin 离心 smin, 取 上 
清 , 抽 提出 细胞 中 的 可 溶性 蛋白 质 。 

@ 深 液 B(8mol 刀 脲 ,4%CHAPS,25SmmolDTT) 提 取 : 在 上 一 步 的 沉淀 物 中 加 入 溶液 
B, 振 功 混 匀 ,12 000rMmin 离心 8min, 取 上 清 。 

@ 溶 液 CCSmolL 脲 ,2molL 硫 脲 ,2%CHAPS,2% SB3-10、2mmolLL TBP) 提 取 : 上 
一 步 的 沉淀 物 用 溶液 A 洗 2 次 ,加 溶液 C, 振 荡 混 匀 ,12 000rMmin 离心 8min, 取 上 清 。 

如 有 必要 也 可 用 更 强烈 的 溶解 液 进行 第 四 步 提 取 ,这 样 就 根据 蛋白 质 溶解 性 不 同 , 提 
取出 了 不 同 的 蛋白 质 组 分 ,对 下 水 性 很 强 的 蛋白 质 如 膜 蛋 白 和 低 丰 度 的 蛋白 质 起 了 富 集 
作用 。 顺 序 提取 法 是 目前 获得 更 多 蛋白 质点 的 一 种 良好 策略 。 应 用 双向 凝 胶 电 泳 分 离 手 
段 ,一 步 提取 法 一 般 只 能 获得 1 000 一 2 000 个 不 同 的 蛋白 质点 ; 而 使 用 分 级 顺序 提取 方 
法 ,对 不 同 组 分 进行 分 离 , 据 报 道 能 够 获得 上 万 个 不 同 的 蛋白 质点 。 在 样品 量 充足 的 情况 
下 ,先进 行 亚 细 胞 器 分 级 ,然后 对 各 个 分 级 组 分 再 进行 顺序 提取 ,可 以 在 一 定 程度 上 富 集 
溶解 度 差 及 低 丰 度 的 蛋白 质 , 尽 量 把 细胞 中 的 全 部 蛋白 质 提取 出 来 。 
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五 、 注 意 事 页 


以 上 介绍 的 是 双向 凝 胶 电 泳 蛋 白质 样品 制备 的 一 些 常规 方法 。 然 而 这 些 制 备 方法 并 

不 是 十 分 完善 的 ,相信 随 着 不 断 的 实验 探索 ,会 有 更 理想 的 制备 方法 出 现 。 另 外 ,由 于 每 
一 个 样品 的 特殊 性 ， 个 同 实验 中 应 根据 目 己 的 需要 对 众多 的 咎 区 侧 备 有 法 加 从 连 和 王者 
修改 ,但 不 管 采 用 什么 方法 ,都 应 该 注意 以 下 问题 。 

@ 在 合适 的 盐 浓度 下 ,应 保持 蛋白 质 的 最 大 浴 解 性 和 可 重复 性 。 因 此 ,在 样品 制备 过 
程 中 可 选择 合适 的 增 溶 试剂 (如 脲 、 硫 脲 等 ) ,以 减少 疏水 性 蛋白 质 的 损失 。 

@ 选 择 合适 的 表面 活性 剂 和 还 原 剂 ,破坏 所 有 非 共 价 结合 的 蛋白 质 复合 物 和 共 价 键 
二 硫 键 ,使 其 形成 一 个 各 自 多 肽 的 溶液 。 

@@ 尽 量 除去 核酸 、 多 糖 \ 脂 类 等 干扰 分 子 。 

由 防止 蛋白 质 在 样品 处 理 过 程 中 的 人 为 修饰 ,制备 过 程 应 在 低温 下 进行 ,以 避免 细胞 
破碎 释放 出 的 各 种 酶 类 的 修饰 (建议 加 入 合适 的 蛋白 酶 抑制 剂 ); 含 有 脲 的 试剂 不 要 加 热 
(温度 不 高 于 377 ) ,避免 尿素 分 解 产生 的 异 硫 氰 酸 盐 引起 氨基 甲 酰 化 而 导致 电荷 的 不 均 
一 性 ;佩戴 乳胶 手套 ,减少 来 自 头发 和 皮肤 的 角 和 蛋白 污染 。 

@@ 裂 解 液 新 鲜 配 置 ,分 装 后 置 - 80 冰 箱 中 保存 ,注意 不 要 反复 冻 融 。 

@@ 样 品 建议 分 装 成 合适 的 量 ,然后 冷冻 干燥 或 者 直接 以 液体 状态 置 一 80Y 冰箱 中 保 
存 , 但 要 注意 不 要 反复 冻 融 。 


第 二 节 ， 培养 细胞 蛋白 质 样品 的 制备 


在 蛋白 质 组 研究 中 ,我 们 经 常 利用 细胞 培养 技术 ,观察 细胞 在 不 同 生理 条 件 下 的 蛋白 
质 动 态 变化 。 下 面 主 要 介绍 关于 细胞 破碎 样品 的 几 种 制备 方法 。 


一 、 细 胞 破碎 的 处 理 方法 


细胞 破碎 主要 包括 机 械 和 化 学 方法 两 种 。 由 于 在 细胞 破碎 时 会 释放 出 一 些 蛋白 酶 及 
其 他 引起 蛋白 质 修饰 的 酶 。 为 了 避免 这 种 情况 ,样品 中 应 加 蛋白 酶 抑制 剂 ,同时 尽量 将 样 
品 直接 加 入 强 变性 裂解 液 中 ,在 低温 及 使 用 预 冷 的 溶液 下 进行 操作 。 根 据 裂解 程度 的 不 
同 ,细胞 破碎 方法 又 可 分 为 以 下 两 种 。 


一) 温和 的 犁 解 万 法 
裂解 对 象 主要 是 一 些 容易 裂解 的 细胞 ,如 组 织 培养 细胞 .血细胞 和 微生物 等 。 同 时 温 
和 裂解 方法 可 用 于 一 些 亚 细胞 分 级 产物 ,如 线粒体 ,高 尔 基体 和 膜 等 。 有 时 在 制备 样品 的 


时 候 需要 多 种 裂解 方法 综合 使 用 来 获得 目标 蛋白 质 。 如 表 13.1 所 示 为 温和 裂解 方法 的 
应 用 对 象 和 操作 步骤 。 
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表 13.1 温和 的 裂解 方法 


细胞 破碎 方法 应 用 对 象 操作 步骤 
渗透 溶 胞 法 [20] 
非常 温和 的 裂解 方法 ,可 用 于 进一步 进行 亚 “血细胞 将 细胞 悬浮 于 渗透 溶 胞 溶液 中 ,细胞 溶 胀 而 
细胞 分 级 组 织 培养 细胞 释放 出 细胞 内 容 物 
冻 融 裂解 21-23] 
许多 类 型 的 细胞 可 以 通过 快速 反复 冻 融 得 细菌 细 胞 使 用 液 氨 ,快速 反复 冻 融 至 符合 实验 要 求 为 
到 裂解 。 组 织 培养 细胞 止 
裂解 液 裂解 
含 去 污 剂 的 裂解 液 处 理 组 织 .细胞 以 裂解 细 0 将 细胞 直接 置 裂 解 液 或 样品 液 中 ,进行 悬浮 
胞 膜 ,使 细胞 内 容 物 释放 出 来 叶 处 理 
酶 裂解 24,251 
有 细胞 壁 的 细胞 可 以 通过 酶 解 去 除 细胞 壁 。 植物 细胞 .细菌 细 胞 
和 本 项 本 由 将 细胞 悬浮 于 专 一 性 酶 的 等 渗 溶 液 中 


《一 ) 更 强 琐 的 仆人 碎 廊 法 


当 破 碎 不 容易 破碎 的 细胞 如 固体 组 织 中 的 细胞 或 有 坚韧 细胞 壁 的 细胞 时 ,需要 采用 
更 强烈 的 破碎 方法 对 细胞 进行 破碎 裂解 。 这 些 方 法 可 使 细胞 完全 破碎 裂解 ,但 在 操作 过 
程 中 应 避免 产 热 及 产生 泡沫 。 主 要 的 方法 如 表 13.2 所 示 。 
表 13.2 更 强烈 的 破碎 方法 
细胞 破碎 方法 应 用 对 象 操作 步骤 
超声 波 处 理 026-28] 


要 进行 间歇 处 理 ,减轻 产生 热 和 泡沫 ,样品 


超声 波 产生 剪 切 力 使 细胞 破碎 悬浮 细胞 处 理应 在 冰 浴 中 进行 


压力 杯 法 D4.25.29] 


(French press pressure cell) 用 高 


压 使 细胞 穿 过 小 孔 ,产生 前 切 力 微生物 细胞 ,如 细菌 、 霉 菌 、 酵 母 ” 将 细胞 悬浮 液 置 于 预 冷 的 压力 杯 中 ,施加 压 


从 而 莫 破 细胞 细胞 及 含有 细胞 壁 的 细胞 力 , 然 后 收集 挤 出 液 
研磨 法 [26,30-32] 
组 织 或 细胞 预先 用 液 氮 冷冻 ,然后 置 瓷 研 钵 
固体 组 织 细 胞 微生物 细胞 中 研磨 成 粉 未 。 
加 氧化 铝 或 砂 有 助 于 研磨 
机 械 匀 浆 法 [20,21,33] 
要 防止 细胞 破碎 释放 出 蛋白 酶 ， 固体 组 织 , 如 心脏 、 肝 脏 、 肾 脏 组 ” 先 尽 量 将 组 织 前 成 小 块 ,然后 加 有 和 蛋白酶 抑 
引起 蛋白 质 修饰 织 和 细菌 悬 液 制剂 的 冷 匀 浆液 进行 匀 浆 ,过滤 或 离心 收集 


二 、 培 养 细胞 总 蛋白 质 的 提取 


裂解 液 裂 解 方法 是 很 多 实验 室 常 用 的 裂解 组 织 培养 细胞 的 样品 制备 方法 。 下 面 就 裂 
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解 液 裂解 方法 展开 讨论 ,以 下 的 操作 过 程 均 在 冰 浴 中 进行 。 这 里 所 涉及 的 裂解 液 成 分 为 : 
8molL 脲 ,6$mmolL DTT; -4% CHAPS，40mmol[L Tris。 


1. 胰 酶 酶 解 后 裂解 


细胞 培养 在 直径 为 10cm 的 培养 阵 中 , 待 培养 至 80% 左 右 密度 时 ,以 含 0.02% EDTA 
的 0.05% 胰 蛋白 酶 消化 ,细胞 经 预 冷 的 PBS 漂洗 3 次 ,离心 收集 在 1.5ml 离心 管 中 , 加 
450 岂 裂解 液 ,反复 吹 打 。 


2. 四 上 直接 裂解 


细胞 培养 在 直径 为 10em 的 培养 正中, 待 培养 至 80% 左 右 密度 时 ,细胞 用 预 冷 的 PBS 
漂洗 3 次 ,加 450il 裂解 液 ,细胞 刮刀 收集 ,用 移 液 器 转移 至 1.5ml 离心 管 中 , 反 复 歇 打 。 


3. 热 SDS 裂解 634] 


细胞 培养 在 直径 为 10cm 的 培养 下 中 , 待 培养 至 80% 左 右 密 度 时 ,细胞 用 预 冷 的 PBS 
漂洗 3 次 ,加 450 岂 热 的 SDS 裂解 液 (每 10ml 中 ,10% SDS 300 由 ,8B -一 基 乙 醇 100 册 ， 
1.SmolL Tris' HCl pH8.8, 300 风 , 去 离子 水 9.3ml) , 细胞 刮刀 收集 ,用 移 液 器 转移 至 
1.$ml 离心 管 中 , 反 复 吹 打 后 ,把 离心 管 置 人 液 氮 中 迅速 冷冻 。 在 不 加 热情 况 下 ,真空 离 
心头 干 样品。 用 原来 体积 的 样品 缓冲 液 重新 溶解 样品 (100ml 中 ,尿素 59.7g，NP-40 4g， 
DTT 1.54g, 两 性 电解 质 pH3 一 10 5.Sg, 去 离子 水 44.9ml)。 

最 终 所 有 的 样品 用 超声 细胞 破碎 仪 超声 处 理 ,超声 时 间 为 Ss, 间歇 时 间 为 10s, 功率 
为 100 一 120W ;超声 处 理 至 溶液 清澈 无 黏稠 物 为 止 , 处 理 过 程 在 冰 浴 中 进行 。 超 声 处 理 
后 ,4C、25 000g 离心 1h。 取 上 清 进行 蛋白 质 浓度 测量 , 按 实 验 所 需 的 量 分 装 后 -80 辫 订 
箱 中 保存 备用 。 如 图 13.2 所 示 ,A\、B、C 分 别 为 以 上 三 种 方法 单独 制备 的 样品 在 相同 的 
条 件 下 得 到 的 2-DE 图 谱 。 从 图 13.2 可 以 看 出 ,在 上 样 量 相同 的 情况 下 , 胰 酶 酶 解 后 裂 
解 的 样品 A 比 B 和 C 的 蛋白 质点 要 少 ,认为 在 胰 酶 酶 解 破碎 细胞 过 程 中 有 一 小 部 分 蛋白 
质 受 到 了 损失 ; 热 SDS 裂解 制备 的 样品 C 在 等 电 聚 焦 方 面 比 样品 A 和 也 要 差 , 认 为 低 浓 
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图 13.2 不 同 的 细胞 裂解 方法 对 2-DE 分 辩 率 的 影响 
样品 取 自 培养 的 ECV 304 细胞 ,A 和 也 上 样 量 均 为 10ug, 第 一 向 为 7em pH3 - 10 NL IPG 胶 条 ,第 二 向 为 11% 的 
PAGE。A, 胰 酶 酶 解 后 裂解 的 样品 的 2-DE 图 谱 ;B, 细 胞 培养 四 上 直接 裂解 的 样品 的 2-DE 图 谱 ;C, 热 SDS 裂解 制 
备 的 样品 的 2-DE 图 谱 
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度 的 SDS 在 一 定 程 度 上 同样 影响 了 第 一 向 等 电 聚 焦 ; 另 外 ,由 于 SDS 量 的 增 大 ,在 图 谱 中 
垂直 位 置 上 出 现 了 一 些 新 的 点 ,可 能 是 由 于 SDS 包 被 的 情况 不 一 样 所 引起 ,如 图 13.2C 
中 箭头 所 示 。 

以 上 为 贴 壁 培养 细胞 的 样品 制备 方法 ,至 于 悬浮 培养 的 细胞 (包括 植物 细胞 ) ,常规 的 
处 理 方法 就 是 离心 收集 细胞 ;用 预 冷 PBS 清洗 3 次 ;加 裂解 液 进行 处 理 ; 进行 超声 波 处 
理 ; 离 心 收集 上 清 。 注 意 无 论 是 如 何 处 理 细 胞 ,样品 最 终 的 蛋白 质 浓度 不 要 低 于 0.lmg/ 
ml, 最 合适 的 浓度 为 1 一 Smgml( 一 般 来 说 1x 107 个 动物 细胞 能 得 到 lmg 和 蛋白质) 。 因 为 
样品 浓度 过 小 ,会 使 相对 盐 浓度 增 大 ,从 而 影响 了 等 电 聚 焦 。 


第 三 贡 ，, 组 织 样 品 制 备 
SS ， 述 


以 疾病 组 织 为 实验 材料 的 蛋白 质 组 学 研究 ,因为 真实 地 反映 机 体内 环境 的 情况 , 既 可 
以 为 疾病 的 早期 诊断 提供 新 的 特异 性 的 候选 标志 ,又 能 够 为 疫苗 的 研制 寻找 新 的 特异 性 
的 候选 抗原 ,同时 可 以 监测 .跟踪 疾病 的 发 展 及 预后 情况 ,并 为 认识 发 病 机 制 、 明 确 疾 病 的 
分 型 分 级 、 分 期 提供 线索 。 因 此 ,疾病 组 织 的 蛋白 质 组 学 研究 有 着 不 可 替代 的 临床 意义 
及 应 用 前 景 。 

另外 ,由 于 水 稻 和 拟 南 芥 (Arapzidozpszis 态 aliazza ) 这 些 植 物 基 因 组 序列 测定 的 完成 , 随 
之 而 来 的 问题 是 如 何 应 用 高 通 量 的 技术 去 研究 其 复杂 的 蛋白 质 网 络 。 因 此 植物 蛋白 质 组 
研究 也 越 来 越 受 到 关注 ,对 农业 生产 必 将 会 产生 巨大 的 影响 ,如 现在 的 育种 也 将 从 以 前 的 
通过 个 别 基因 的 转移 来 改进 个 别 性 能 ,发 展 到 整体 性 能 的 改善 。 植 物 蛋 白质 组 的 研究 在 
以 农业 为 本 的 国家 里 ,有 着 更 丰富 的 内 涵 。 然 而 由 于 动物 组 织 与 植物 组 织 虽 然 同 是 组 织 
样品 ,但 是 各 有 其 物化 特性 ,所 以 制备 方法 也 不 尽 相 同 。 有 些 制 备 方法 可 以 借鉴 通用 ,有 
些 则 必须 根据 其 特有 的 性 质 和 要 求 做 相应 的 改变 。 下 面 分 别 介绍 动物 组 织 和 植物 组 织 样 
品 的 制备 方法 。 


一 、 动 物 组 织 样品 的 制备 


对 于 取材 于 机 体 组 织 样品 的 制备 , 不 均一 性 和 易 污 染 性 一 直 是 技术 发 展 的 症结 所 
在 。 如 何 从 多 细胞 不 均一 的 体系 中 获取 特定 类 型 的 细胞 、 亚 细胞 结构 甚至 特殊 的 蛋白 质 
复合 体 ,同时 又 避免 各 种 血浆 蛋白 质 、 基 质 组 分 以 及 坏死 组 织 成 分 的 污染 ,是 各 类 组 织 样 
品 制备 方法 必须 考虑 的 问题 。 早 期 组 织 样品 采用 酶 解 样 品 制备 法 (enzymatic sample 
Preparation,ESP) , 即 酶 解 、 抽 提 细 胞 然后 以 Percoll 梯度 离心 等 方法 分 离 。 由 于 酶 解 处 理 
会 导致 蛋白 质 图 谱 的 改变 ,ESP 已 很 少 使 用 。 目 前 ,动物 组 织 样品 常 采用 非 酶 解 样品 制备 
法 、 纯 化 法 和 微 切割 法 进行 制备 。 


于 


(一 ) 非 酶 解 样品 制备 法 (nonenzymatic sample preparation ,NESP)L36] 
1. 工具 ,设备 


针头 ,长 针头 ,注射 器 , 玻璃 义 浆 器 ,解剖 刀 , 尼 龙 网 眼 过 滤器 ,冷冻 离心 机 ,冷冻 干 
燥 机 。 


2. 试剂 


R/MINI1640 缓冲 液 ( 游 离 谷 氨 酰 胺 ;5% 胎 牛 血清 ;0.2mmolML Phenylmethylsulfonyl 
Fluoridem; 1mmol/Lol[L EDTA; 抗生素 : 苯 唑 青霉素 25 gml, 庆 大 霉 素 S0wg/ml, 青 霉 
素 100UMml , 链 霉 素 100wgMml, 两 性 霉 素 B 0.2Swg[ml，Nistatin 50 UMml) ，PercollMPBS 
溶液 (54.7% , 密度 为 1.07g/ml) ，PBSAPIH 溶液 ，10% SDSZ33.3% Mercapthoethanol， 
DNase 工 溶 液 (0.144mgml 20mmolML Tris:HCL,2mmol[L CaC .2HO，pH8.8) ,RNase 
A 溶 液 (0.0718mgMml Tris)， 上 样 缓冲 液 (0.2mmolLL 苯 甲 磺 酰 氟 PMSF，1.0mmolLL 
EDTA,0.5% NP-40,25SmmolML CHAPS) 


3. 操作 步骤 


(1) 细胞 的 提取 
手术 切除 的 组 织 块 迅 速 置 于 冰 上 ,快速 切 成 几 个 肉眼 可 见 、 无 坏死 区 域 的 小 块 (备份 
的 原材料 可 用 于 平行 的 组 织 病理 学 、 细 胞 学 、 免 疫 组 化 等 实验 )。 用 预 冷 的 RXAMINI1640 
缓冲 液 洗 涤 组 织 小 块 数 次 ,根据 组 织 病理 学 特征 及 组 织 块 的 大 小 ,选择 合适 的 细胞 提取 方 
法 (图 场 .3)。 
细胞 不 易 碎 细胞 易 碎 


针头 吸取 
(5 一 10mmolL) 





组 织 较 硬 | ( 刮 氛 (> 10mmolL) 


图 13.3 组 织 细胞 提取 方法 


压 挤 (squeezed) : 在 约 0.$ml 预 冷 的 RMMINI1640 缓冲 液 中 ,通过 切 、 压 、 判 得 到 微 
小 的 碎片 ,添加 缓冲 液 至 1 一 2mi。 

G@ 刮 掠 (scraped) : 以 锋利 的 解剖 刀 刀 锋 轻 刊 新 鲜 切 出 的 组 织 小 块 的 截面 ,所 得 细胞 置 
于 1 一 2ml 预 冷 的 RMMINI1640 缓冲 液 中 。 

鲜 针 头 吸取 (Needle Aspiration) :用 0.7mmolLL 孔径 的 针头 ,收集 约 1 000 万 个 细胞 
于 1 一 2ml 预 冷 的 RMMINI1640 缓冲 液 中 。 
(2) 去 除 组 织 碎 片 及 红细胞 

中 先 以 两 层 直径 10mm 的 尼龙 网 眼 过 滤器 重 悬 细胞 。 尼 龙 网 眼 过 滤器 上 层 孔 径 为 
250pwm, 下 层 孔 径 为 100wm( 可 根据 组 织 细 胞 的 实际 大 小 选择 合适 的 上 下 滤器 孔径 )。 这 
一 步 对 以 刊 掠 法 或 压 挤 法 提取 的 细胞 悬 液 尤其 重要 ,因为 其 中 不 可 避免 地 混 有 黏 连 组 织 
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和 成 纤维 细胞 等 杂质 成 分 。 

@ 所 得 的 细胞 重 悬 液 用 1.2mm 的 长 针头 ( 连 在 2ml 注射 如 上 ) 转 移 至 新 的 Effendorf 
管 中 , 小 心 加 入 1.0 一 1.5$ml 预 冷 的 Percoll/PBS 溶液 ,使 得 重 悬 细胞 浸没 其 中 。 

@ 于 47 ,在 低 加 减速 率 下 (1 000g) 离 心 10min。 

(3) 收集 并 洗涤 细胞 

@ 用 连 在 2ml 注射 器 上 0.7mm 的 针头 挑 取 收集 分 界面 处 的 细胞 层 ,注意 尽量 减少 
Percoll 及 RZXMINI1640 缓冲 液 的 污染 。 根 据 细 胞 的 多 少 用 适当 体积 的 预 冷 的 Percoll/ 
PBS 溶液 洗涤 。 

@ 若 细胞 层 薄 甚至 几乎 透明 ,洗涤 后 的 细胞 收集 在 体积 小 于 0.4ml 的 PBSMPIH 溶液 
中 ,在 盛 人 1.$ml 预先 称 重 的 Effendorf 管 中 , 加 满 PBSMPIH 溶液 后 ,4C 、800g 离心 
3min ,沉淀 物 中 的 细胞 颗粒 重 悬 于 PBS 溶液 中 。 若 细胞 层 较 厚 ,洗涤 后 的 细胞 收集 在 体 
积 小 于 lml 的 PBSMPIH 溶液 中 ,然后 转移 入 10 一 12ml 的 玻璃 离心 管 中 , 加 入 $ 一 6ml 预 
冷 的 PBSMPIH 溶液 后 ,4C .800s 离心 3min, 沉 演 物 中 的 细胞 颗粒 重 悬 于 1 一 2 个 盛 有 预 
冷 的 PBS 溶液 并 预先 称 重 的 Effendorf 管 中 。 

@ 于 4C 、2 700g 离心 Smin, 小 心 去 除 所 有 的 上 清 及 Effendorf 管内 外 管 壁 黏着 的 液 
滴 。 称 重 并 计算 所 得 细胞 的 净重 (wet weight,WW) 后 -80C 冻 存 。 

《4) 细胞 裂解 及 核酸 降解 

台 按 细胞 净重 (mg):mQ 水 (由 ) =1:1.89 的 比例 ,在 冻 存 细胞 中 加 入 相应 体积 的 mQ 
水 , 冰 上 制 成 细胞 重 悬 液 。 反 复 冻 融 4 次 以 破碎 细胞 。 

注 : 细 胞 破碎 还 可 采用 超声 法 671 裂解 液 法 1388] 等。 其 中 ,裂解 液 法 638 用 裂解 缓冲 液 
(9molLL 尿素 ,4%mZV CHAP,6SmmolML DTE ,4% 载 体 两 性 电解 质 Ampholine 9 一 11 ， 
lmmolML EDTA) 将 破 细 胞 和 溶解 蛋白 质 两 个 过 程 结 合 在 一 起 ,较为 简便 ,本 实验 室 就 是 
选择 这 种 样品 制备 方法 进行 肝 细 胞 癌 的 癌 与 癌 旁 组 织 的 比较 研究 。 

@ 依 次 加 入 (0.089xWW) 岂 10%SDSZ33.3% Mercapthoethanol, (0.329x WW) 凡 
DNase IT 溶液 和 RNase A 洲 液 , 冰 上 静 置 Smin。 

饼 冷 冻 干 燥 降 解 核酸 后 的 样品 。 

四 冻 干 的 蛋白 质 样品 溶解 在 (6xWW, 或 3xWW 若 WW<10mg) 由 适当 的 上 样 组 
冲 液 中 , 混 匀 后 静 置 3h 使 样品 中 的 蛋白 质 充分 溶解 (有 文献 报道 只 需 Sminl35] 即 可 )。 
470 12 000rMmin 离心 1Smin, 上 清 小 心 转移 人 新 的 Effendorf 管 中 , -80 冻 存 。 

人 了 光华 人 法 

由 于 方法 所 限 ,NESP 法 制备 的 组 织 样品 ,无 法 完全 去 除 血 浆 蛋 白质、 基质 组 分 以 及 
坏死 组 织 成 分 的 污染 ,而 且 也 不 能 排除 机 体 组 织 中 其 他 类 型 细胞 的 和 干扰。 因此 ,在 用 
NESP 法 制备 成 细胞 悬 液 后 ,常常 添加 抗体 纯化 ` 流 式 细胞 仪 纯化 或 选择 性 的 细胞 培养 建 
立 不 同 的 细胞 株 系 。 但 纯化 出 单一 类 型 的 细胞 有 可 能 会 丢失 一 些 系 统 性 信息 ,例如 ,细胞 
间 基 质 与 细胞 间 ,不 同类 型 细胞 间 的 相互 作用 等 信息 。 据 报道 ,不 经 流 式 细胞 仪 纯化 , 仅 
用 NESP 法 制备 的 组 织 样品 中 基质 信息 仍 可 以 保留 !(41 ,因此 ,应 注意 根据 具体 情况 设计 
对 照 和 并 行 实验 。 

co 


1. 抗体 纯化 法 (antibody purification)038,39] 


(1) 工具 、 设备 

磁 珠 浓缩 器 (MPC-1; Deutsche Dynal) , 聚 验 乙 烦 磁 珠 (Dynabeads M450 Pan T,Dyn- 

abeads M450 Pan B 一 DYNAL AS 一 Oslo,Norway)。 
(2) 试剂 

抗体 、 裂 解 缓冲 液 等 。 

(3) 操作 步骤 (以 磁 珠 法 为 例 , 仅 列 出 制备 成 细胞 悬 液 后 的 步骤 ) 

个 依据 悬 液 中 细胞 数 的 多 少 , 加 入 适当 的 聚 葵 乙 烦 磁 珠 ( 带 有 1`、2 或 3 种 抗 特定 细胞 
表面 特定 抗原 的 单 抗 ; 如 抗 人 工 细 胞 表面 CD2 膜 抗 原 的 单 抗 , 抗 人 B 细胞 表面 CD19 腊 
抗原 的 单 抗 , 抗 人 上 皮 细 胞 的 BerEP4 抗体 )。4C 恒温 30min。 

@ 磁 珠 浓缩 器 收集 挂 满目 标 细胞 的 聚 葵 乙 烦 磁 珠 。 

@ 洗 涤 并 收集 磁 珠 上 的 细胞 ,加 入 裂解 缓冲 液 等 进行 常规 制 样 。 

注 : 作 为 对 照 ,1.(3)(C) 中 以 磁 珠 移 去 了 目标 细胞 的 剩余 液 , 可 以 加 入 裂解 缓冲 液 并 
进行 常规 制 样 及 平行 实验 。 


2. 流 式 细胞 仪 纯化 法 [9 45] 


(1) 工具 设备 

细胞 计数 器 ,FACS 仪 (如 Epics， Coulter-Immol/Lunotech, Hamburg, Germany) ， 玻璃 
管 ( 如 Silicoborated Glass Tube) 。 

(2) 试剂 

台 盼 蓝 ,70% 预 冷 乙醇 ， 预 冷 PBS 缓冲 液 , 菊 光 素 交 联 的 抗体 (如 CAM5.2 Perkin- 
Elmer，Norwalk，Connecticut,USA) 。 

(3) 操作 步骤 ( 仅 列 出 制备 成 细胞 悬 液 后 的 步骤 ) 

对 NESP 法 所 得 的 细胞 悬 液 进行 细胞 计数 ,用 台 盼 蓝 测定 细胞 存活 能 力 ( 一 般 约 
90% 的 活 细 胞 ); 于 4C、 70% 预 冷 乙醇 中 振荡 过 夜 ;用 预 冷 PBS 缓冲 液 洗涤 细胞 ;荧光 素 
交 联 的 抗体 ( 抗 特定 细胞 表面 的 特定 抗原 ,如 用 荧光 素 交 联 的 抗 细胞 角 和 蛋白 抗体 分 离 结肠 
癌 上 皮 细 胞 ) 标 记 约 4Smin; 用 FACS 仪 定量 选择 被 荧光 素 标记 的 细胞 并 收集 在 玻璃 管 
中 ;离心 ` 裂解 细 胞 等 常规 制 样 操作 。 

(4) 备注 ( 流 式 细 胞 术 的 发 展 ) 

GDRCA 技术 与 流 式 细胞 术 的 联 用 :RCA(rolling circle amplification)[41,42] 技 术 是 基于 
DNA 滚 环 复制 的 基本 理论 而 设计 的 一 种 新 的 信号 原 位 放大 的 方法 ,能 够 整合 细胞 及 组 织 
来 源 的 基因 组 和 蛋白质 组 信息 。RCA 技术 有 以 下 优点 : a) 线 性 放大 (不 同 于 PCR 只 能 进 
行 指数 放大 ) 原 始 信号 ( 约 10 倍 ) ,因而 所 有 的 扩 增 产物 始终 连 在 原始 目标 物 上 ,可 有 效 
消除 假 阳性 ; b) 可 以 对 目标 物 定位 并 分 析 生 物 结 构 ; c) 能 够 同时 分 析 多 种 原始 信号 。 目 
前 ,RCA 技术 已 成 功 地 应 用 于 免疫 组 化 、 蛋 白质 芯片 流 式 细胞 术 等 技术 ,大 大 提高 了 这 
些 已 有 技术 检测 或 分 离 的 灵敏 性 。RCA 技术 与 流 式 细 胞 术 联 用 的 大 致 步骤 如 下 : 
a) RCA 的 准备 :设计 宴 核 苷 酸 序 列 ,合成 两 套 引 物 (Circles 和 两 端 联 有 荧光 素 或 生物 素 的 
修饰 序列 ) ;准备 免疫 共 恩 物 作 为 RCA 引物 与 抗体 连接 的 中 介 ; b)NESP 法 制备 的 细胞 重 
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悬 液 以 PBS 洗涤 ,再 连接 与 荧光 素 交 联 的 特定 单 抗 ( 如 抗 CD3 的 单 抗 clone BMA 031; 
Caltag Labortories，Burlingame,CA); c) 连接 免疫 共 氏 物 ; d) PBS 洗涤 ,离心 ,细胞 重 悬 
于 固定 介质 (Caltag Laboratories) , 冰 上 固定 1Smin, 再 用 PBS 洗涤 细胞 ; e) 于 377 、 在 含 
200nmclLL 的 RCA 引物 的 100mmolALL 谷 氨 酸 钾 溶 液 中 温 育 30min; f) RCA 反应 :31Y ， 
G29 DNA 复制 酶 催化 反应 4Smin; g)Coulter EPICSVProfile II 流 式 细胞 仪 检 测 。 

@ 激 光 扫 描 细 胞 术 (laser scanning cytometry,LSC)L43,44] :这 是 一 种 基于 显微镜 可 检 
测 多 种 荧光 嗜 铬 染料 标记 的 细胞 或 组 织 样品 的 固 相 细胞 术 。 既 能 极 小 化 样品 的 用 量 ,又 
能 将 荧光 信息 与 形态 学 信息 整合 起 来 ,因而 拥有 流 式 细胞 术 及 图 像 细 胞 术 (image cytome- 
try) 两 者 的 特征 ,应 用 前 景 极 为 广阔 。 

@ 复 合 颗粒 (multiplexed particle-based) 流 式 细胞 术 !45] :以 复合 微 球 颗 粒 ( 已 有 商业 化 
产品 ,如 luminex flowmetrix system) 作 为 常规 的 免疫 分 析 、. 亲 和 性 分 析 .DNA 杂交 分 析 的 


。 固 相 支持 物 ,快速 (两 小 时 内 ) 无需 洗 涤 , 可 在 极 少量 的 同一 样品 上 同时 得 到 多 种 不 同 的 


分 析 结 果 。 
3. 建立 细胞 株 系 法 


NESP 法 制备 成 的 细胞 悬 液 经 选择 性 的 细胞 培养 建立 不 同 的 细胞 株 系 , 再 进行 破 细 
胞 ` 溶 蛋白 质 和 去 核酸 等 常规 制 样 步骤 。 由 于 经 历 了 体外 培养 过 程 , 其 蛋白 质 图谱 与 直接 
组 织 来 源 样品 的 图 谱 有 一 定 差别 。 具 体 方法 请 参阅 相关 文献 。 


(三 ) 微 切 割 法 
1. 人 工 微 切割 法 (manual microdissection ) [4 一 50] 


(1) 工具 、 设 备 

注射 器 ,针头 (规格 18 一 27, 依 实际 组 织 细胞 类 型 而 定 ) ,Pasteur 移 液 管 (尖端 极 锋利 ， 
因 已 由 火焰 烧灼 并 小 心 拉 伸 。 另 外 , 拉 伸 后 的 尖端 和 有 少许 $568g[L piccolyte\437.5g/L 
xylene 用 以 黏着 靶 组 织 碎片 ) ,pipetman tip(P20)， 解 剖 刀 ,光学 显微镜 ,低温 维持 器 。 真 
空 干燥 器 。 

注 : 人 工 微 切 割 工 具 可 直接 手 控 , 或 连接 微机 械 手 臂 (micromanipulator army) 。 
(2) 试剂 

10% 甲 醛 水 溶液 (或 80% 乙 醇 3.7% 甲醛 ) ,石蜡 ,0O.C. 工 复合 物 , 二 甲 茉 ,100% 乙 
醇 。 
(3) 操作 步骤 
”人 包 组 织 切 片 的 获得 :10% 甲 醛 水 溶液 (或 80% 乙 醇 .3.7% 甲 醛 ) 固 定 ,石蜡 包 埋 ,切片 
(同一 组 织 区 域 同 时 切 出 Sum、10 一 2Spm 厚 的 切片 )。 根 据 组 织 病理 学 特征 ,选择 合适 的 
固定 \ 包 埋 、 切 片 方法 。 例 如 ,乳腺 癌 组 织 可 用 O.C.T 复 合 物 包 埋 液 氮 冰 冻 后 进行 切片 。 

包 光学 显微镜 下 微 切 割 :Sum 厚 的 组 织 切片 (常规 的 HS&E Hematoxylin and Eosin 染 
色 ) 置 于 低温 维持 器 玻璃 平面 上 的 , 先 以 针头 (或 Pasteur 移 液 管 , 或 Pipetman Tip(P20 )， 
或 解剖 刀 ) 切 去 希望 获得 的 组 织 部 分 。 其 余 10 一 2$wm 厚 的 未 染色 切片 整齐 至 放 在 这 片 
已 铂 空 的 Sum 厚 H&E 染色 切片 下 方 , 再 用 微 切 割 工具 获取 相应 部 分 的 组 织 微 居 。 

“SS 


@@ 对 人 工 微 切割 三 种 工具 (针头 .Pasteur 移 液 管 .Pipetman Tip) 的 比较 [4]1; 针 头 和 
Pasteur 移 液 管 都 存在 太 锋 利 而 不 能 有 效 地 将 刮 取 的 组 织 大 小 控制 在 1 一 2mnm( 含 500 一 
2 000 个 细胞 ) 和 切 下 的 组 织 碎 层 难 于 收集 两 个 缺点 ,另外 ,Pasteur 移 液 管 的 玻璃 尖端 极 
易 折 断 。Pipetman Tip(P20) 既 可 以 有 效 地 将 刊 取 的 组 织 大 小 控制 在 1 一 2mm” ,又 可 以 通 
过 存放 在 尖端 的 0.75 岂 左右 的 矿物 油 收集 切 下 的 组 织 碎 层 ( 组 织 碎 属 - 矿 物 油 混合 物 可 
反复 获得 并 汇合 在 一 起 )。 

图 后 处 理 : 室 温 下 ,以 二 甲 匠 洗 涤 两 次 (每 次 800ml) ,除去 石蜡 ;100% 乙 醇 洗涤 三 次 
(每 次 800ul) ; 真空 干燥 去 除 乙 醇 (估计 净重 ); 加 适当 体积 的 裂解 缓冲 液 或 破 细胞 后 加 上 
样 缓冲 液 ;加 核酸 酶 去 DNA 及 RNA; 低 温 高 速 离心 去 未 溶 杂 质 。 此 步骤 亦 可 参考 NESP 
方法 


2. 激光 微 切 割 (laser microdissection)55 一 避 ] 


激光 即 light amplification by stimulated emission of radiaton (Laser) , 按 介质 大 致 分 为 
四 类 :固体 激光 ,如 红宝石 激光 ;液体 激光 ,如 染料 激光 ;气体 激光 ,如 二 氧化 碳 激光 、 毛 激 
光 ; 半 导体 激光 ,如 二 极 体 激 光 。1964 年 , Tomberg 首先 将 单 脉 冲 激光 用 于 诱导 细胞 损 
伤 ,1970 年 Bessis、1971 年 Hillenkamp、1972 年 Bereiter-Hahn 等 人 也 用 红宝石 激光 (ruby 
laser) 进 行 了 党 试 。 但 真正 意义 的 激光 微 切 割 仪器 是 Remy 等 人 在 1975 年 发 展 的 ,使 用 
氮 激 光 (nitrogen laser) 取 代 了 破坏 性 太 强 的 红宝石 激光 。1976 年 Meier-Ruge 发 展 了 紫外 
激光 仪 ,发 射 低 损 伤 的 0.SmW 氮 氛 激光 束 (He-Ne laser) 来 进行 微 切割 。 随 后 20 多 年 ,各 
种 激光 和 相应 的 仪器 蓬勃 发 展 起 来 。 从 方法 学 上 讲 ,激光 微 切割 技术 可 分 为 正 选择 靶 点 、 
负 和 剥离 非 目 标 区 域 两 大 类 。 其 中 ,最 具 代 表 性 的 是 两 种 正 选择 技术 :基于 红外 激光 (in- 
frared laser) 的 激光 捕获 显 微 解剖 技术 (laser-capture micro dissection,LCM) 和 基于 氮 激 光 
(nitrogen laser) 的 激光 微 束 微 切割 -激光 压力 弹 送 法 (laser microbeam microdissection-laser 
pressure catapulting,LMM-LPC)。 相 民 : 

(1) 激光 捕获 显 微 解剖 技术 (laser-capture microdissection,LCM)L51-56] 

中 工具 、 设 备 

透明 热 敏 膜 (transparent thermoplastic film，100pm 厚 , 材 质 为 EVA ethylene vinyl ac- 
etate polymer) ，PixcellIM Laser capture microdissection system (Arcturus Engineering 公司 
产品 ) 

@O 操 作 步 又 

a) 常规 组 织 切片 或 冰冻 切片 及 对 照 用 同 源 组 织 染 色 切 片 按 如 下 方法 准备 :甲醛 或 乙 
醇 固定 石蜡 包 埋 的 6 一 8um 厚 的 常规 组 织 切片 ;新 鲜 组 织 块 液 氮 冰冻 ,低温 制 成 6 一 8um 
厚 的 冰冻 切片 ;对 照 用 同 源 组 织 切 片 脱 石蜡 `H&E 染色 .3% 甘 油 处 理 lmin 并 风 于 Smin。 
上 述 所 有 切片 梯度 酒精 脱水 ,风干 Smin。 

b) 要 进行 LCM 的 常规 组 织 切片 或 冰冻 切片 覆盖 一 层 热 敏 膜 , 制 成 “ 膜 - 组 织 = 玻 
片 "三 明治 (图 13.4);PixcellIX laser capture microdissection system 中 选择 内 置 显 微 镜 的 合 
适 放大 倍数 观测 “ 膜 - 组 织 - 玻 片 ”三 明治 。 

c) 通过 与 冷凝 器 光路 共 轴 的 一 块 前 表面 反射 镜 ,在 热 敏 膜 上 表面 输入 脉冲 CO 激光 
束 ;CO; 激 光 (Apollo Company Model 5$80 , Los Angeles 或 California Laser Company Model 
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LS 150,San Marcos,CA) 的 脉冲 波长 及 功率 均 可 以 根据 情况 调节 。 

d) Znse 校 镜 将 CO; 激 光束 聚 焦 在 组 织 切 片 的 目标 点 上 ,产生 的 照射 点 直径 可 调 。 例 
如 :600ms、.25 一 30mW 的 脉冲 激光 束 可 产生 直径 1S0pm 的 照射 点 。 

e) 激光 束 90% 以 上 的 能 量 被 100pm 热 敏 膜 吸 收 (10.6um 波长 时 , 热 敏 膜 的 吸收 指 
数 为 200cm : , 仅 少量 热能 被 膜 下 样品 吸收 ;因而 , 膜 下 样品 可 以 耐 受 脉冲 激光 束 产 生 的 
瞬间 907 的 高 温 而 无 物质 变化 ) ,样品 下 玻 片 的 存在 也 可 确保 热量 沉积 于 靶 点 处 整个 
100kwm 厚 的 热 敏 膜 层 ,导致 膜 融化 , 润 湿 靶 点 处 目标 样品 ,迅速 冷却 和 再 结晶 。 

f) 在 靶 点 处 , 膜 与 目标 样品 的 黏着 力 强 于 目标 样品 与 玻 片 间 的 黏着 力 , 可 通过 机 械 
系统 转移 并 收集 膜 与 目标 样品 。 一 般 而 言 , 每 1 000 一 3 000 束 照 射 收 集 满 一 个 塑料 帽 
(30min 左右 ) ,每 次 激光 照射 平均 可 捕获 3 一 5 个 细胞 ,每 次 免疫 杂交 需要 20 000 一 40 000 
个 细胞 , 耗 时 2 一 7h; 每 次 双向 电泳 需要 约 250 000 个 细胞 , 耗 时 约 15Sh。 

@ 备 注 

LCM 技 术 的 主要 优势 在 于 : a) 直 接 的 可 视 显 微 环境 下 ,无 污染 而 一 步 获取 目标 物 ; 
b) 广 泛 适 用 于 冰冻 组 织 切片 、 石 量 包 埋 组 织 切片 .甲醛 或 乙醇 固定 后 经 染色 (HE 等 方 
法 ) 或 未 经 染色 的 组 织 切 片 ; c) 当 前 ,脉冲 激光 束 可 捕获 直径 30 一 700pm 范围 内 的 靶 细 
胞 ,由 于 激光 束 可 以 聚集 直径 小 到 10pm 的 单 细胞 ,因而 ,不 久 的 将 来 LCM 可 以 实现 更 为 
精细 的 显 微 切 割 。 

LCM 技术 的 缺点 : a) 耗 时 ;瓶颈 在 于 当前 蛋白 质 组 学 支撑 技术 之 一 的 双向 电泳 技术 
的 检测 极限 是 1ng( 银 染 ) ,这 要 求 曙 白质 丰 度 范围 在 每 细胞 S0 000 一 100 000 个 拷贝 , 细 
胞 内 低 拷 贝 蛋白 质 因 为 这 个 技术 缺陷 难于 检测 ,也 因此 对 制备 样品 的 细胞 数目 有 依赖 性 ; 
b) 脉冲 激光 束 产 生 直径 30 一 700pm 的 圆 形 照射 区 域 ,对 组 织 细胞 的 形状 有 所 限制 ,如 梭 
形 、 多 角形 等 不 规则 形状 的 组 织 细胞 ; c) 红 外 波长 激光 的 产 热 问 题 , 虽 然 由 于 100pm 热 敏 
膜 的 存在 而 缓解 ,但 不 能 完全 保证 90Y 的 瞬间 高 温 对 样品 毫 无 影响 。 

本 实验 室 已 与 上 海 东 方 肝胆 医院 合作 开展 ,利用 LCM 技术 研究 肝 细胞 癌 的 工作 。 


所 2 


(2) 激光 微 束 微 切 割 - 激 光 压 力 弹 送 法 (laser microbeam micro dissection-laser pressure cat- 

apulting,LMML-LPC) 17 3 

@ 工 具 、 设 备 

载 玻 片 ,Microbeam-MOMeNT 技术 ,1.3Sim 厚 的 聚 乙烯 稍 (PALM，Wolfratshausen， 
Genmany) ,Robot-MicroBeam (PALM) 显 微 切 割 仪 , 微 离心 管 帽 或 玻璃 片 ( 联 在 LPC 收集 
器 上 ,P.A.L.M. GmbH)。 

思 操 作 程 序 (图 13.5) 


RE 指甲 油 (固定 用 ) 





图 13.5 ”ELPC 操作 程序 示意 图 


a) 组 织 切 片 的 准备 :常规 甲醛 固定 、 石 晴 包 埋 的 组 织 切 片 直 接 放置 在 玻璃 载 玻 片 上 
或 间隔 1.35wm 厚 的 聚 乙烯 膜 (PALM, Wolfratshausen ,Genmany) ;组织 切片 进行 脱 石蜡 
和 HE 等 染色 处 理 ; 建 议 在 脱 石蜡 和 染色 处 理 后 ,将 聚 乙烯 膜 和 组 织 切片 的 上 下 位 置 交 
换 , 即 聚 乙烯 膜 覆 盖 在 组 织 切片 上 ,这样 既 可 以 减少 污染 ,又 可 以 作为 微 切割 之 后 的 LPC 
的 组 织 支 持 骨 架 以 保证 所 获 细 胞 的 形态 学 完整 性 ; 聚 乙 烯 支持 膜 的 安放 可 使 用 Mi- 
crobeam-MOMeNT 技术 ,每 块 膜 可 在 lmin 内 完成 ; 聚 乙烯 膜 覆 盖 的 未 脱 石蜡 和 染色 处 理 
的 组 织 切片 可 保存 在 常温 。 

b) LMM 和 LPC: 选 择 合适 的 物镜 ,并 根据 组 织 特性 及 物镜 传输 效率 调节 所 需 激光 束 
的 能 量 ; 对 LMM 而 言 ,激光 束 能 量 需 要 调整 到 仅 切割 组 织 片 或 聚 乙烯 膜 - 组 织 片 (根据 
组 织 切片 是 否 是 直接 放置 在 载 玻 片 上 ) ,应 视 组 织 与 激光 束 具体 相互 作用 情况 而 定 ; 对 
LPC 而 言 ,激光 束 能 量 需 要 调整 到 能 够 弹 送 并 收集 所 选 的 组 织 小 片 到 微 离心 管 帽 或 玻璃 
片 ( 联 在 LPC 收集 器 上 ,P.A.L.M. GmbH) 上 。 一 般 来 说 ,LPC 激光 束 能 量 是 LMM 激 
光束 能 量 的 两 倍 ; 使 用 的 Robot-MicroBeam (PALM) 显 微 切 割 仪 可 以 发 射 能 量 可 调 的 
337nm 脉冲 氮 激 光束 并 含 内 置 显微镜 (Axiovert 135; Carl Zeiss,Oberkochen,Germany)。 

c) 最 终 收集 的 所 有 组 织 小 片 进行 常规 的 裂 细 胞 溶 蛋 白质 去 核酸 等 处 理 。 

二 25 。 
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加 备注 

LMM-LPC 技术 的 主要 优点 在 于 : a) 与 待 切割 组 织 无 直接 的 机 械 接 触 以 保持 组 织 的 
原始 形态 ; b) 微 切割 选择 的 部 分 与 未 被 选择 的 部 分 之 间 有 1 一 10wm 的 间隙 可 避免 污染 
并 保持 组 织 的 原始 形态 ; c) 在 微 切 割 的 同时 用 LPC 技术 将 所 获 细胞 或 细胞 簇 传送 到 容器 
内 ; d) 对 组 织 细胞 形状 和 大 小 无 限制 , 梭 形 、 多 角形 等 不 规则 形状 的 组 织 细胞 及 直径 从 一 
到 数 百 微米 的 组 织 细 胞 都 可 以 获取 ; e) 获 取 及 传送 速度 较 快 , 单 细胞 30s 内 完成 ,直径 
100pwm 内 的 细胞 得 在 60s 内 完成 ,直径 1 000wm 的 细胞 簇 需 1 一 2min; f)337nm 氮 激 光 不 
需 加 热 就 可 以 严格 定位 并 充分 光 解 竺 剥离 部 分 。 


(四 ) 其 他 
1. 组 织 芯 片 (tissue chip)[s9 一 5 


(1) 工具 、 设 备 
钢 制 活塞 钻 孔 器 ( 薄 壁 钢管 围 成 的 内 径 为 600kum, 自 带 钢 探 针 ) , 受 体 石蜡 块 (点 阵 状 


排列 ` 深 度 可 调 的 内 径 为 600um 的 孔 突 ), 黏 性 带 系统 (Instrumedics，Hacken-sack, New 


Jersey) o 





受 体 石 虹 
图 13.6 组 织 世 片 操 作 步 邓 


(2) 操作 步骤 1( 图 13.6) 

中 不同 来 源 的 新 鲜 组 织 块 用 乙醇 固定 或 甲醛 固定 。 

@ 准 备 各 组 织 块 打 洞 截面 的 H&E 染色 切片 作为 打 洞 获取 圆柱 状 组 织 核 时 的 可 视 参 
照 。 

G) 用 钢 制 活塞 钻 孔 器 的 薄 壁 钢管 (无 污染 锋利) 在 供 体 组 织 块 的 目标 部 位 打 洞 以 截 
取 圆 柱状 组 织 核 。 E 

由 钢 探 针 将 截取 的 圆柱 状 组 织 核 压 出 薄 壁 钢管 ,并 按照 其 XY 轴 坐 标准 确定 位 于 受 
体 石 螨 块 的 对 应 孔 穴内 。 可 以 使 用 立体 测量 显微镜 (stereotactic microscope) 来 保证 组 织 
核 放 置 的 高 度 有 序 性 。 

名 清洗 钢 制 活塞 钻 孔 器 ,重复 G)@ 四 操作 ,直至 受 体 石 螨 块 的 孔 穴 内 排 满 组 织 核 ( 来 源 
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于 相同 供 体 组 织 块 和 (或 ) 不 同 供 体 组 织 块 )。 一 般 地 ,每 块 表面 积 4Smmx20mnm 的 受 体 
石蜡 块 上 可 排列 1 000 个 组 织 核 (组 织 核 间 距 100pmy)。 


@ 所 得 的 组 织 核 微 阵列 块 用 超 薄 切 片 机 切 出 一 系列 8um 组 织 阵 列 片 ,然后 进行 常规 


的 裂解 细胞 溶 蛋 白质 去 核酸 等 处 理 。 

注意 事项 _@ 切片 时 建议 使 用 黏 性 带 系 统 (Instrumedics，Hackensack ,Nevw Jersey ) ， 
可 以 避免 组 织 核 移 位 ; 即 : 黏 性 带 履 盖 在 组 织 核 微 阵列 块 上 ,使 二 者 相互 黏着 ,再 切割 紧 贴 
黏 性 带 的 下 方 , 所 得 的 组 织 阵列 片 粘 于 黏 性 带 表 面 ， 随后 转移 组 织 阵列 片 并 移 去 黏 性 带 。 
Q@) 平均 每 块 组 织 核 微 阵 列 块 可 切 出 200 个 组 织 阵列 片 ;H&E 染色 能 够 保证 组 织 学 图 谱 
同 源 性 的 厚度 依 组 织 类 型 有 所 差别 :对 迁移 后 癌 组 织 而 言 , 可 保证 3mmolLL 厚 ( 约 40 个 
8pum 组 织 阵 列 片 ); 对 于 高 分 化 癌 组 织 、 轻 微 损 伤 组 织 及 正常 组 织 而 言 , 可 保证 1 一 
2mmol 夺 厚 ( 约 20 个 8um 组 织 阵列 片 )。 
(3) 备注 


RE 
正常 上 皮 细 胞 癌变 前 期 细胞 浸润 细胞 基质 细胞 
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图 13.7_LCM 与 组 织 芯 片 的 联 用 


2. 质谱 成 像 术 (imaging mass spectrometry)[2-o] 


基质 辅助 激光 解析 电离 -飞行 时 间 质 谱 (MALDLTOF MS) 的 一 大 优势 在 于 能 够 在 纯 
度 不 高 的 样品 中 分 析 相 对 复杂 的 复合 物 ; 电 杂交 接触 杂交 等 技术 可 以 将 蛋白 质 样品 转移 
到 poly-vinylidene fluoride(PVDF) 、Nylon .polyethylene 或 Teflon 膜 上 ,然后 直接 进行 质谱 
分 析 。 基 于 这 两 方面 的 技术 ,直接 大 规模 地 分 析 生 物 样品 成 为 可 能 ,使 得 能 够 分 析 单 细 
胞 、 细 胞 复 、 新 鲜 组 织 或 常规 组 织 切片 并 获取 平面 或 空间 信息 的 质谱 成 像 术 应 运 而 生 。 同 
其 他 的 成 像 技术 相 比 ,质谱 成 像 术 的 成 像 不 局 限 在 特异 的 一 种 或 几 种 蛋白 质 分 子 ,理论 上 
可 以 找到 组 织 切片 中 的 每 个 已 知 或 未 知 的 蛋白 质 分 子 。 
(1) 工具 、 设 备 

MALDLMS(Voyager Elite DE，Applied Biosystems，Framingham，Massachusetts ) ， 
载 玻 片 , 聚 乙 烯 (Polyethylene) 膜 ,Perseptive DE-STR MALDI-MS。 
(2) 试剂 

自动 吸 量 管 ,基质 绥 冲 液 (Sinapinic Acid: 10mgml Acetonitrile/O=1:1，VZV)， 
胰 和 蛋白 酶 溶液 ( 终 浓度 2 pmol/ 咯 溶 于 S0mmolLL ammonium bicabonate) ,mQ 水 。 
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激光 微 切割 等 技术 可 以 和 组 织 芯片 技术 联 用 ,例如 LCM 与 组 织 芯片 的 联 用 '@ (如 图 


(3) 操作 步骤 
@ 以 冰冻 组 织 切片 为 例 !61 (图 13.8) 
冰冻 切片 






质谱 成 像 





基质 混合 


激 
MALDE-TOF MS 
图 13.8 质谱 成 像 术 


a) 将 于 液 氮 保存 的 新 鲜 组 织 ,切割 成 连续 的 12pm 厚 冰 冻 组 织 切 片 。 

b) 无 污染 的 目标 钢板 上 放置 一 片 冰冻 组 织 切片 ,覆盖 基质 缓冲 液 后 脱水 。 

c) MALDI-MS(Voyager Elite DE- ,Applied Biosystems, Framingham ，Massachusetts ) 
分 析 : 样 品 表面 的 每 个 试 映 图 (raster) 以 连续 的 激光 点 (直径 25Spm) 照 射 ,固定 激光 位 置 ， 
移动 样品 盘 ; 每 个 激光 照射 点 产生 照射 部 分 的 样品 信息 。 平 均 每 50 次 激光 照射 产生 一 个 
fast tramnsient recorder PC board (DP211，Acqiris,Geeva，Switzerland) ,每 个 照射 点 信息 的 
处 理 需要 约 2.5s; 一 个 典型 的 信息 点 阵 根 据 成 像 质量 要 求 需要 1 000 一 30 000 个 照射 点 ; 
每 个 照射 点 可 产生 500 一 80 000Da 的 约 200 种 蛋白 质 或 肽 段 峰 。 

d) 软件 分 析 ,生成 样品 的 质谱 图 像 或 任意 特定 相对 分 子 质量 蛋白 质 或 肽 段 的 样品 定 
位 图 。 

@ 以 新 鲜 组 织 为 例 ( 建 议 在 同一 天 内 完成 下 列 操作 )[@] 

a) 于 密闭 CO 环境 麻醉 实验 动物 ,快速 活体 解剖 取出 目标 组 织 并 切割 成 合适 大 小 的 
组 织 片 。 

b) 组 织 片 置 于 载 玻 片上 ,其 新 鲜 截 面 平整 覆盖 上 一 层 聚 乙 烯 (Polyethylene) 膜 ,最 大 
限度 减少 水 分 的 丢失 。 

c) 接触 杂交 5min 后 移 去 组 织 片 , 揭 下 聚 乙烯 膜 并 使 之 完全 失 水 。 

d) 每 一 个 杂交 区 域 用 20wl mgQ 水 润 洗 , 20 automatic pipet 除去 盐 和 组 织 碎 居 , 脱 
水 。 

e) 1 史 胰 和 蛋白 酶 溶液 ( 终 浓度 2 pmol/ 岂 溶 于 S0mmolAL ammol/Lonium Bicabonate) 
点 在 杂交 区 域 上 ,37?7 酶 解 30min ,其 间 定 时 滴 加 mQ 水 以 保持 湿润 。 

f) 聚 乙 烦 膜 重新 失 水 ,在 杂交 区 域 点 上 1 已 基质 (Sinapinic Acid: 10mg/ml acetoni- 
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trileXEPO=1:1,VZV) ,环境 空气 中 际 干 。 
g) 用 Perseptive DE-STR-MALDI-MS 分 析 样 品 。 


三 植物 组 织 样品 的 制备 


上 面 提 到 的 动物 组 织 样品 的 制备 方法 有 些 对 植物 组 织 同样 适用 ,但 应 根据 植物 组 织 
的 特点 ,在 应 用 时 而 做 相应 的 改进 。 由 于 植物 组 织 含有 坚韧 的 细胞 壁 和 复杂 的 细胞 外 基 
质 等 ,所 以 ,在 样品 制备 时 要 采用 更 强烈 的 破碎 方法 才能 破碎 细胞 获得 样品 。 对 于 植物 材 
料 来 说 ,标准 的 蛋白 质 提 取 方 案 是 在 TCA/ 丙 酮 溶液 中 沉淀 蛋白 质 , 然 后 用 含 去 污 剂 的 裂 
解 液 来 溶解 沉淀 。 这 种 方法 的 优点 是 :克服 在 单位 质量 的 植物 组 织 中 和 蛋白质 提取 量 低 的 
问题 ;去 除了 植物 次 级 代谢 产物 带 来 的 影响 ;使 植物 体内 高 活性 的 蛋白 酶 失 活 ,避免 了 有 蛋 
白质 被 降解 修饰 。 其 缺点 在 于 由 于 不 充分 地 沉淀 和 溶解 而 选择 性 地 丢失 某 些 蛋白 质 。 最 
Giavaliscol65] 等 改善 了 Klosel591 新 近 发 表 的 对 动物 组 织 抽 提 的 方法 ,使 之 适用 于 植物 组 
织 的 蛋白 质 分 级 提取 。 下 面 分 别 介绍 这 两 种 从 植物 组 织 中 抽 提 和 蛋白 质 样品 的 方法 。 


(一 ) TCA /丙酮 法 


简单 的 植物 样品 制备 可 在 加 裂解 液 的 情况 下 ,在 TCA 的 丙酮 溶液 中 进行 匀 浆 破碎 处 
理 ,然后 离心 获得 。 下 面 以 拟 南 芥 幼 叶 (green leave) 为 例 介绍 ,具体 操作 步骤 [6@7]。 

中 称 取 新 鲜 的 嫩 叶 200mg , 洗 净 。 

@ 使 用 液 氮 速冻 ,进行 研磨 ,加 含 0.07% 芒 基 乙 醇 ,10%TCA 的 丙酮 洲 液 ,低温 研磨 
43mino。 

@35 000g 离心 13min, 用 0.07% 一 基 忆 醇 ,l1mmol[L PMSF 和 2 2mmolML EDTA 溶 
液 清 洗 沉淀 ,然后 冻 干 。 

和 由 每 10mg 冻 干 粉末 中 加 250 岂 样品 裂解 液 (9molAL 尿素 ,2% 两 性 电解 质 pH3 一 10， 
60mmol 人 EL DTT,0.5% Triton X=-100 和 0.003% 溴 酚 蓝 )。 

@ 搅 拌 情况 下 在 37 人 温浴 30min。 

人 @19 000g 离心 1Smin, 取 上 清 。 


《一 ) 植物 组 织 分 级 提取 法 


同样 以 拟 南 芥 幼 叶 为 例 !5] ,介绍 一 种 从 2-DEZMS 路 线 出 发 的 植物 组 织 分 级 抽 提 的 
样品 制备 方法 。 幼 叶 取 自从 胚芽 算 起 生长 了 56d 的 植株 , 双 蒸 水 清洗 后 用 滤纸 去 掉 多 余 
的 水 分 。 在 进行 蛋白 质 抽 提前 , 幼 叶 用 液 所 速冻 保存 在 - 80C 冰箱 中 。 和 蛋白 酶 抑制 剂 复 
合 物 分 为 三 种 :复合 物 工 为 一 片 CompleteIM(Molecular Biochemicals Roche，Mannheim ， 
Germany) 溶 解 在 2ml 含 100mmolML KClL,20% 甘 油 ,50mmolML Tris,pH7.1 的 溶液 中 ; 复 
合 物 工 为 lmmolLL 胃 酶 抑制 剂 A 和 1.4pm PMSEF 的 乙醇 溶液 ;复合 物 亚 为 一 片 Com- 
pleterM 溶 解 在 2ml 含 0.2molMLKCL20% 甘 油 ,0.1mol/L 磷酸 ,pH7.1 的 溶液 中 。 具 体 的 
操作 过 程 如 下 所 述 。 

中 取 谎 存 的 植物 组 织 20 一 300mg, 加 178 重量 的 抑制 剂 复合 物 TI 和 1720 重量 的 抑制 
剂 复合 物 开 。 
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@ 液 氮 浴 中 匀 浆 成 碎 末 。 

G@ 在 4C 下 226 000g 离心 30min。 

@ 四 上 清 即 为 分 离 所 得 的 第 一 个 组 分 ,每 S0 岂 加 入 S4mg 脲 ,Sul 700mmolML DTT,S 
两 性 电解 质 复合 物 Servalyte 2 - 4。 如 果 不 是 立即 进行 等 电 聚 焦 ,样品 在 - 80 保存 。 所 
获得 的 蛋白 质 主要 是 玻 水 性 蛋白 质 。 

@ 用 1《8 重量 的 抑制 剂 复合 物 亚 ,相同 重量 的 100mmolAL 磷酸 缓冲 液 含 0.2mol/L 
KCl,20% 甘 油 ,4% CHAPS 和 2% 的 ASB 14 去 溶解 沉淀 。 

@@ 重 复 步骤 2, 在 4 人 下 搅拌 4smin, 加 23% 体积 质量 比 的 700mmolML DTT 溶液 ， 
7molLL 腺 和 2molLL 硫 脲 。 

@ 和 常温 下 搅拌 4Smin。 

@@ 当 腺 和 硫 脲 完全 溶解 时 ,在 17 人 下 226 000g 离心 30min。 

”@F 清 即 为 分 离 所 得 的 第 二 个 组 分 ,加 0.05 体积 质量 比 的 两 性 电解 质 pH2 - 4, 样品 
可 以 直接 进行 等 电 聚 焦 ,或 者 在 - 80 保存 ;获得 的 蛋白 质 主要 是 下 水 性 蛋白 和 核酸 结合 
蛋白 。 

四 加 含 2mmol/LMgSO, 的 S0mmolMLTris pH8.0 溶液 溶解 沉淀 ,重复 步骤 2。 

@@ 加 0.025 体积 质量 比 的 DNase 搅拌 30min。 

四 加 0.11 体积 质量 比 的 700mmolML DTT 溶液 ,7molLL 脲 和 2mold 硫 脲 ,搅拌 
30min。 

电 当 逐 和 硫 脲 完全 溶解 时 ,在 17 下 226 000g 离心 30min。 

@ 罗 上 清 即 为 分 离 所 得 的 第 三 个 组 分 ,加 0.05 体积 质量 比 的 两 性 电解 质 pH2 -4, 样 品 
可 以 直接 进行 等 电 聚 焦 ,或 者 在 -80C 保存 ;获得 的 蛋白 质 主要 是 与 核酸 结合 紧密 的 蛋白 
质 。 

由 于 植物 组 织 纤 维 素 含 量 较 高 ,一 般 取 植物 纤维 素 含量 低 的 部 位 制备 样品 ,如 嫩 叶 、 
幼 根 、 种 子 等 。 另 外 ,植物 的 亚 细 胞 和 复合 物 分 级 研究 也 开始 兴起 ,如 细胞 膜 蛋 白 、 线 粒 
体 、 叶 绿 体 和 磷酸 化 蛋白 质 复合 物 等 ,具体 方法 与 动物 组 织 的 亚 细 胞 和 复合 物 分 级 基本 上 
相同 。 我 们 可 以 借鉴 动物 组 织 样品 制备 方法 ,对 不 同 的 植物 组 织 采 用 最 适宜 的 制备 方法 。 


四 、 注 意 事 页 


一 般 而 言 ,无 论 动物 组 织 还 是 植物 组 织 ,在 样品 制备 时 都 必须 注意 以 下 几 点 。QD 尽 量 
使 用 新 鲜 的 组 织 制 样 , 如 需 保 存 , 则 应 该 迅速 冷冻 保存 在 液 氮 或 - 80Y 低温 冰箱 中 。 思 使 
用 预 冷 的 缓冲 液 ,整个 操作 过 程 应 该 在 冷库 或 者 冰 浴 中 进行 ,以 避免 随机 的 物质 降解 。@) 
大 部 分 的 非 目 标 组 织 应 先 切 成 小 块 并 洗涤 除去 。 外 使 用 蛋白 酶 抑制 剂 ,避免 蛋白 质 的 降 
解 和 修饰 。@ 少 量 的 核酸 不 会 引起 蛋白 质 聚 集 影 响 等 电 聚 焦 , 但 是 大 量 的 样品 制备 时 必 
须 用 核酸 酶 进行 处 理 ; 另 外 也 要 去 除 多 糖 等 干扰 分 子 。 


第 四 节 分 沁 蛋 白质 样品 的 制备 


细胞 分 泌 蛋 白质 主要 包括 细胞 因子 .生长 因子 和 激素 等 具有 重要 功能 的 生物 活性 分 
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子 。 分 泌 蛋 白质 的 重要 性 决 不 亚 于 胞 内 蛋白 质 或 膜 上 受 体 蛋白 质 , 如 致 病 细 菌 的 分 记 蛋 
白质 往往 含有 致 病 或 毒性 因子 ,对 于 疾病 的 病理 研究 和 抗生素 开发 65] 等 具有 重要 意义 ; 
真 核 细胞 的 分 泌 蛋 白质 负责 细胞 的 自 反 馈 调 节 以 及 细胞 间 的 近 程 或 远程 的 信号 传导 ,在 
研究 信号 传导 通路 、 癌 细胞 生长 转移 和 免疫 调节 等 方面 具有 十 分 重要 的 作用 。 因 此 ,借鉴 
蛋白 质 组 的 重要 意义 和 手段 ,分 沁 组 (secretome) 这 一 概念 也 应 运 而 生 [@] , 即 指 一 个 有 机 
体 所 有 的 分 泌 蛋 白质 。 


一 、 真 核 细胞 的 分 小 蛋 日 质 样 品 制备 


培养 细胞 的 分 刻 蛋 白质 就 在 细胞 培养 液 中 ,收集 分 刻 和 蛋 白质 要 注意 两 点 :一 是 细胞 需 
无 血清 培养 基 培 养 ,或 在 血清 培养 基 中 培养 至 一 定 密 度 后 无 血清 培养 ,以 避免 血清 中 的 蛋 
白质 混在 分 泌 蛋 外 质 中 ;二 是 脱盐 和 浓缩 ,由 于 培养 液 中 有 大 量 的 盐 ,并 且 体 积 较 大 ,分泌 
蛋白 质 相 对 浓度 很 低 。 通 常 采用 分 子 超 滤 膜 ,将 脱盐 和 浓缩 一 次 完成 ,具体 操作 步骤 如 下 
所 述 。 

全 细胞 在 含 血清 的 培养 基 中 培养 (或 直接 用 无 血清 培养 基 培 养 )。 

@ 待 细胞 密度 培养 至 80% 左 右 时 , 换 无 血清 培养 基 , 处 理 6h。 

饼 收 集 培 养 液 ,离心 去 除 细胞 雁 片 , 取 上 清 ,加 和 蛋白酶 抑制 剂 。 

由 使 用 Millipore 公司 的 1Sml 规格 的 YM-3 超 滤 管 进行 超 滤 浓缩 ,降低 相对 盐 浓度 。 

中 浓缩 样品 经 稀释 后 ,再 超 滤 ,降低 绝对 盐 浓 度 。 

人 @@ 最 终 浓 缩 样品 加 常规 裂解 液 ,蛋白 质 定 量 后 ,分 装 冻 存 。 

一 般 而 言 ,200ml 培养 液 中 只 能 提取 到 2mg 左右 的 蛋白 质 。 对 体积 如 此 之 大 的 培养 
液 进行 超 滤 需 要 很 长 时 间 。 为 了 防止 蛋白 质 降 解 和 修饰 ,离心 超 滤 过 程 应 该 在 4Y 进行 。 
13.9 为 脂肪 细胞 分 沁 和 蛋白 质 的 2-DE 图 谱 。 





图 13.9 脂肪 细胞 分 沁 蛋 白质 图 谱 
第 一 向 为 13cm bDH 3 一 10 NL IPG 胶 条 ,第 二 向 为 12.5% 的 PAGE 


“也 生 .> 


二 、 细 菌 分 沙 蛋 白质 样品 制备 


细菌 蛋白 质 分 沁 是 一 个 复杂 的 多 阶段 的 过 程 ,对 细菌 的 膜 和 细胞 壁 的 生物 合成 以 及 
细菌 的 存活 是 必 不 可 少 的 。Economoul70] 把 细菌 分 沁 途 径 分 成 三 个 明显 的 阶段 ,第 一 阶 
段 为 靶 向 阶段 ,在 导航 因子 的 帮助 下 , 靶 向 细胞 膜 ; 第 二 阶段 为 穿 膜 阶 段 ; 第 三 阶段 为 成 熟 
释放 阶段 。 一 般 意 义 上 获得 的 分 泌 蛋 白质 为 成 熟 释放 到 培养 液 中 的 分 刻 蛋 白质 。 下 面 以 
幽门 螺杆 菌 分 泌 蛋 白质 样品 的 制备 为 例 !7 ,介绍 细菌 分 记 蛋 白质 样品 的 制备 过 程 。 

个 细菌 培养 到 一 定 密度 后 ,在 4C 下 20 000g 离心 1Smin。 

@ 取 上 清 ,0.4Sum 滤 膜 过 滤 ,去 除 残 余 的 细菌 。 

@ 每 380ml 滤液 加 120ml 预 冷 的 浓度 为 23% 的 TCA 溶 液 沉淀 蛋白 质 , 冰 浴 1Smin。 

四 在 4C 下 10 000g 离心 10min。 

@ 用 10ml 丙酮 重 悬 沉淀 ,清洗 2 次。 

人 @ 冻 二 沉淀 。 

分 泌 蛋 白质 样品 的 制备 ,主要 在 于 浓缩 蛋白 质 和 除 盐 。 由 于 在 培养 液 中 分 沁 蛋 白质 
的 量 相对 很 少 ,因此 在 提取 分 泌 蛋 白质 时 ,一 要 注意 提取 分 记 蛋 白质 前 要 使 用 无 血清 的 培 
养 液 ,避免 血清 中 成 分 对 分 泌 蛋 白质 的 覆盖 ;二 要 注意 把 细胞 扩 增 至 一 定 的 量 后 再 进行 分 
泌 蛋 白质 提取 ,或 者 进行 多 次 提取 ,确保 获得 的 分 刻 蛋 白质 的 量 达到 实验 所 需 。 至 于 除 盐 
和 浓缩 的 方法 ,可 以 根据 自己 的 实验 要 求 进行 调整 ,为 后 续 的 分 离 和 鉴定 方法 做 好 准备 。 


第 五 节 ”体液 蛋白 质 样 品 的 制备 


体液 是 机 体内 所 有 物质 交换 和 运输 的 场所 ,包括 细胞 内 液 和 细胞 外 液 。 一 般 意义 上 
的 体液 是 指 细胞 外 液 ,包括 血 液 . 脑 冰 液 `. 尿 液 ,唾液 泪水 ` 乳 汁 . 精 液 . 胆 汁 等 。 体 液 蛋白 
质 分 析 对 于 疾病 的 诊断 疾病 的 机 制 研究 和 疾病 治疗 \ 疫 苗 和 药物 的 开发 等 都 有 着 重要 的 
意义 ,借助 于 有 着 高 通 量 分 析 能 力 的 蛋白 质 组 研究 手段 和 方法 ,体液 蛋白 质 组 学 研究 正在 
鞍 勃 发 展 。 下 面 以 血清 和 脑脊液 为 例 ,介绍 体液 蛋白 质 样品 的 制备 。 


一 、 血 清 重 日 质 样 品 的 制备 


血清 是 成 分 十 分 复杂 的 样品 ,除了 含有 丰富 的 蛋白 质 ( 每 毫升 血清 中 含有 60 一 80mg 
的 蛋白 质 ) 外 ,还 含有 很 多 小 分 子 物 质 , 如 盐 类 、 脂 类 、 氨 基 酸 和 糖 类 等 。 其 中 的 和 蛋白质 大 
部 分 是 白 蛋 白 、 免 疫 球 蛋 白 、 转 铁 蛋 白 、 结 合 珠 蛋白 和 脂 蛋 白 等 少数 种 类 的 蛋白 质 ,如 果 不 
加 处 理 , 将 严重 影响 对 种 类 上 占 绝 大 多 数 的 低 丰 度 蛋 白质 的 检测 。 然 而 由 于 血清 中 极 高 
丰 度 的 蛋白 质 浓度 与 低 丰 度 的 蛋白 质 浓度 的 比值 可 达 10? 倍 ,因此 单独 去 除 高 丰 度 蛋 白 
质 并 不 能 达到 很 好 的 效果 ,还 需要 对 样品 进行 分 级 处 理 ,把 样品 分 成 尽 可 能 多 的 组 分 。 
Joshua 7 等 人 先 将 血清 样品 过 蛋白质 A/G 的 亲 和 柱 ,除去 复 疫 球 蛋白 这 些 高 丰 度 蛋 
白质 ,再 经 胰 和 蛋白 酶 酶 解 后 用 强 阳 离子 交换 色谱 将 样品 分 成 120 个 组 分 ,通过 这 些 分 离 手 
段 和 后 续 的 鉴定 方法 , 共 检 测 了 490 个 蛋白 质 。 在 去 除 血清 中 高 丰 度 蛋 白质 方面 ,许多 公 
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司 都 有 操作 方便 的 试剂 盒 ,下 面 以 Millipore 公司 的 MontageIM Albumin Deplete Kit 为 例 
作 一 介绍 。 图 13.10 是 这 个 试剂 盒 的 简易 操作 过 程 , 图 13.11 显示 应 用 此 试剂 盒 ,提高 了 
2-DE 的 分 辨 率 , 发 现 了 更 多 的 低 丰 度 蛋白 质 。 因 此 ,我们 可 以 应 用 这 些 试剂 盒 来 去 除 白 
蛋白 ,随后 样品 再 用 8molLL 脲 ，65mmolML DTT, 4% CHAPS,，40mmolML Tris 溶解, 进 


行 常规 双向 电泳 。 








15-Minute Albumin Depletion ER 


证 证 证 证 表 


去 和 白 蛋 白 


图 13.10 “MontageIM Albumin Deplete Kit 
的 简易 工作 原理 示意 图 





图 13.11 A 为 使 用 MontageIM Albumin Deplete Kit 前 的 2-DE 图 谱 ; 
B 为 使 用 MontageIM Albumin Deplete Kit 后 的 2-DE 图 谱 


一 、 脑 疹 液 重 白 质 样品 的 制备 


脑脊液 中 富 含 多 种 盐 类 对 相对 少量 蛋白 质 的 分 离 有 很 大 的 影响 。Yuan!753] 等 人 的 工 
作 很 有 特色 ,他们 在 采用 常规 的 2-DE-MALDIMS 路 线 之 前 ,加 入 了 三 种 不 同 的 除 盐 方法 
制备 脑 状 液 蛋白 质 样 品 。 下 面 分 别 介绍 这 三 种 除 盐 方法 。 

(一 ) 内 酮 沉淀 法 

GO100ul 脑 关 液 在 终 浓 度 为 80% 的 丙酮 溶液 中 -= 20 人 过 夜 。 

@ 和 蛋白 质 沉淀 用 80 由 浓度 为 90% 的 丙酮 重 悬 ,清洗 2 次 。 

轧 蛋 白质 沉淀 用 10 由 含 S%SDS 和 2%DTT 的 溶液 溶解 。 


由 于 95 忆 加 热 Smin。 
样品 与 重 泡 胀 液 混合 后 ,SDS 的 最 终 浓度 为 0.14% ,不 会 影响 等 电 聚 焦 。 
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(二 ) TCA /丙酮 沉淀 法 


@D100ul 脑 养 液 在 TCA/ 丙 酮 溶液 中 4 人 处 理 1h,TCA 的 终 浓度 为 20% ,丙酮 的 终 浓 
度 为 80% 。 

@ 和 蛋白 质 沉淀 用 80wl 丙酮 重 悬 ,清洗 2 次 。 

图 蛋白 质 沉淀 用 10Ml 含 S%SDS 和 2%DTT 的 溶液 溶解 。 

思 于 9$ 记 加 热 Smin。 


(三 ) Bio-Spin 柱 除 盐 法 


Bio-Spin 柱 为 Bio-Rad 公司 的 产品 ,每 100Ml 脑脊液 使 用 分 子 质量 6 000Da cut-off 的 
微型 柱 , 在 1000g 下 离心 4min。 分 子 质量 小 于 6 000 Da 的 蛋 自 质 、` 盐 类 和 其 他 干扰 物 保 
留 在 柱子 中 ,分 子 质量 大 于 6 000 Da 的 蛋白 质 被 收集 下 来 , 制 成 样品 。 

Yuan 等 通过 对 上 面 三 种 方法 的 比较 ,发 现 Bio-Spin 柱 预 处 理 法 蛋白 质 损失 量 最 低 ， 
且 在 2-DE 图 谱 上 和 蛋白 质点 最 多 ,是 一 种 很 值得 推荐 的 样品 脱盐 方式 。 另 外 ,要 获得 更 好 
的 分 辩 率 ,对 脑 养 液 样 品 也 可 以 进行 分 级 处 理 等 。 

其 他 体液 样品 可 用 上 述 类 似 的 方法 进行 处 理 ,主要 包括 三 方面 内 容 : _ 是 去 除 高 丰 度 
蛋白 质 , 提 高 对 低 丰 度 蛋 白质 的 检测 ;二 是 降低 体液 样品 中 的 盐 浓度 ,提高 等 电 聚 焦 效 果 ; 
三 是 尽 可 能 分 成 多 个 组 分 , 富 集 低 丰 度 蛋 白质 ,提高 分 辨 率 。 


和 总 络 


在 “蛋白 质 组 学 "一 词 诞生 开始 ,蛋白 质 组 学 研究 就 同时 向 两 个 方向 发 展 。 一 是 走 “ 竭 
泽 法 "的 路 线 , 即 采 用 高 通 量 的 蛋白 质 组 研究 技术 分 析 生 物体 内 尽 可 能 完整 的 蛋白 质 。 这 
就 要 求 在 样品 制备 中 ,使 用 溶解 性 最 好 的 裂解 液 配方 ,另外 ,对 样品 进行 尽 可 能 多 的 组 分 
分 级 ,以 期 获得 细胞 中 所 有 的 蛋白 质 ; 二 是 走 功能 蛋白 质 组 学 这 条 路 线 , 把 蛋白 质 组 学 作 
为 一 种 手段 和 方法 来 研究 生命 的 本 质 。 这 时 的 样品 制备 方法 则 必须 根据 需要 来 制定 , 围 
绕 所 研究 的 对 象 进行 。 另 外 , 由 于 蛋白 质 鉴定 技术 的 发 展 如 "Shotgun” 质 谱 检 测 技术 、 
MALDITOF-MS 和 微 流 芯 片 等 ,出 现 了 一 些 非 常规 的 样品 制备 方法 。 可 见 ,蛋白 质 组 样 
品 制 备 在 某 种 意义 上 来 说 是 一 种 艺术 ,其 中 融合 了 各 种 各 样 样品 的 物化 特性 ,各 不 相同 的 
实验 需求 和 不 同 的 研究 手段 和 方法 等 。 在 蛋白 质 组 研究 鞍 勃 发 展 的 今天 ,样品 制备 或 者 
说 样品 的 预 处 理 已 经 成 为 蛋白 质 组 学 研究 的 一 个 瓶颈 ,对 研究 者 提出 了 更 高 的 要 求 。 


( 属 成 剑 李 搬 ) 
参考 文献 


一 


Tang W，Harrata AK ，Lee CS. Two-dimensional analysis of recombinant 下 .colz proteins using capillary isoelectric fo- 
cusing electrospray ionization mass Spectrometry， Anal Chem,1997,69:3177 一 3182 


kiD 


Link AJ，Eng J，Schieltz DM et aQL . Direct analysis of protein complexes using mass Spectrometry， Nat Biotech,1999 ， 
17: 676 一 682 
Pinto DM,， NingY，Figeys D. An enhanced microfluidic chip coupled to an electrospray Qstar mass spectrometer for pro- 


“368 


CD 


14 


LS 


16 


17 


18 


19 


20 
旭 


2 
2 


24 


25 


26 


27 


28 


29 


30 


tein identification. Electrophoresis，2000，21:181 一 190 
O'Farrell PH.High resolution two-dimensional electrophoresis of proteins. J Biol Chem，1975,，250: 4007 一 4021 
Molloy MP，Herbert BR，Walsh BJ er &L .Extraction of membrane proteins by differential solubilization for separation 
using two-dimensional gel electrophoresis. Electrophoresis，1998 ,19:837 一 844 
Klose J，Kobalz U. Two-dimensional electrophoresis of proteins: an undated protocol and implications for a functional 
analysis of the genome. Electrophoresis，1995，16: 1034 一 1059 
Rabilloud, 工 . Solubilization of proteins in 2-D electrophoresis: an outline. Methods Mol Biol，1999,112;:9 一 19 
Macri J， MecGee B, Thomas JN et QZ .Cardiac sarcoplasmic reticulum and sarcolemmal proteins separated by two-dimen- 
sional electrophoresis: surfactant effects on membrane solubilization . Electrophoresis， 2000,21:1685 一 1693 
Molloy MP. Two-dimensional electrophoresis of membrane proteins using immobilized pH gradients，Anal Biochem， 
2000,280:1 一 10 
Link AJ. Internal Standards for 2-D Methods Mol Biol,1999 ,112:281 一 284 
Pennington SR，Dunn MJ. Proteomics. From protein sequence to function. New York: Springer/Bios,2001 
Rabilloud 工 ，Proteome research: two dimensional gel electrophoresis and identification tools. Berlin:Springer,2000 
Pasquali C，Fialka I，Huber LA. Preparative two-dimensional gel electrophoresis of membrane broteins. 下 lectrophore- 
sis，1997，18: 2573 一 2581 
Rabilloud 工 ,Adessi C,，Giraudel A et Qy ， Improvement of the solubilization of proteins in two-dimensional electrophore- 
sis with immobilized pH gradients. Electrophoresis，1997，18: 307 一 316 
Garg A,Obermaier C，Boguth G et wL . The current state of two-dimensional electrophoresis with immobilized pH gradi- 
ents. 下 lectrophoresis,2000,，21:1037 一 1053 
Herbert BR er ww ，Improved protein solubility in two-dimensional electrophoresis using tributylphosphine as reducing 
agent. Electrophoresis，1998，19:845 一 851 
Harder A，Wildgruber R，Nawrocki A，et &L : Comparison of yeast cell protein solubilization procedures for two-dimen- 
sional electrophoresis. Electrophoresis，1999,，20: 826 一 829 
Chevallet M，et &L ， Nevw zwitterionic detergents improve the analysis of membrane proteins by two-dimensional elec- 
trophoresis. Electrophoresis ，1998，19:1901 一 1909 
Molloy MP，Herbert BR，Williams KL er wL .Extraction of Escherichia coli proteins with organic solvents Prior to two- 
dimensional electrophoresis. Electrophoresis，1999,，20: 701 一 704 
Dignam JD. Preparation of extracts from higher eukaryotes. Methods Enzymol，1990 ,182:194~203 
Lenstra JA，Bloemendal H. Topography of the total protein population from cultured cells upon fractionation by chemi- 
cal extractions. Eur J Biochem，1983，135:413 一 423 
Bollag DM，Edelstein SProtein methods. New York: Wiley-Liss，1991 
Toda 工 ，Ishijima Y，Matsushita，H et &L . Detection of thymopoietin-responsive proteins in nude mouse spleen cells by 
two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis and image processing. Electrophoresis ，1994，15 :984 一 987 
Cull M，MecHenry CS.，Preparation of extracts from prokaryotes. Methods Enzymol，1990，182:147 一 153 
Jazwinski SM. Preparation of extracts from yeast， Methods Enzymol ，1990 ,182: 154 一 174 
Gorg A，Postel W，Giinther S，The current state of two-dimensional electrophoresis with immobilized pH gradients. 
Electrophoresis，1988,，9:531 一 546 
Kawaguchi SI，Kuramitsu S，Separation of heat-stable proteins from Thermus thermophilus HB8 by two-dimensional 
electrophoresis. Electrophoresis，1995，16: 1060 一 1066 
Teixeira-Gomes AP，Cloeckaert A，Bezard G et 必 . Mapping and identification of Brucella Melitensis proteins by twor- 
dimensional electrophoresis and microsequencing. Electrophoresis，1997,18:156 一 162 
Ames GFL，Nikaido KK Two-dimensional gel electrophoresis of membrane proteins，Biochemistry ，1976, 15:616 一 
623 
Gorg A,Boguth C，Obermaier C et wL. Two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis with immobilized PH gradi- 


ents in the first dimension(IPG-DALT) : the state of the art and the controversy of vertical versus horizontal systems. 


fr 266 ，。 


到 


31 


36 


人 条 


38 


39 


41 


42 


45 


47 


49 


50 


351 


52 
53 


54 


3 


Electrophoresis，1995 ,16:1079 一 1086 

Garg A，Postel W，Domscheit A et QL .Two-dimensional electrophoresis with immobilized PH gradients of leaf proteins 
from barley (Hordeum vulagre) :method，reproducibility ，and genetic aspects。Electrophoresis ，1988 ,9:681 一 692 
Posch A，van den Berg BM，Burg HCJ er 迟 ， Genetic variability of carrot seed proteins analyzed by one- and two-di- 
mensional electrophoresis with immobilized pH gradients，Electrophoresis,1995 ,16:1312 一 1310 

Geigenheimer PPreparation of extracts from plants，Methods Enzymol,1990,182: 174 一 193 

Garrels JI，Quantitative two-dimensional gel electrophoresis of proteins.， Methods Enzymol,1983 ,100:411 一 423 

Bo FF，Johan 站 ,Gert A. Two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis of human lung cancer: qualitative aspects of 
tissue preparation in relation to histopathology. Electrophoresis，1991 ,12: 5$09 一 $15 

Bo F,，Alaiya AA，Auer G. Sample preparation of human tumors Prior to two-dimensional electrophoresis of proteins. 
Electrophoresis，1995 ,16:1087 一 1089 

Seung OL，Sung-Jin P et wL .Proteome Analysis of Hepatocellular carcinoma. Biochem Biophy Res Commol/Lunicat， 
2002, 291: 1031 一 1037 

Cecilia S，Daniela G et wL .Renal cell carinoma and normal kidney protein expression. Electrophoresis，1997 ,18 :399 一 
604 

Reymond MA，Sanchez JC, et &L .Standardized characterization of gene expression in human colorectal epithelium by 
two-dimensional electrophoresis. Electrophoresis，1997 ,18:2842 一 2828 

Reymond MA,，Jean-Charles S et &L .Specific sample preparation in colorectal cancer. Electrophoresis，1997 ,18:622 一 
624 

Yuriy G，Jason S et QL Rolling circle amplification, a nevw approach to increase sensitivity for immol/Lunohisto- 
chemistry and flow cytometry. Am 村 Pathol,2001,159:63 一 69 

Lizardi PM，Huang XH ez w .Mutation detection and single- molecule counting using isothermal rolling-circle amplifica- 
tion. Nat Genet，1998,，19:225 一 232 

Darzynkiewicz Z，Bedner E et wL .Laser-scanning cytometry: a new instrumentation with many applications. 下 xp Cell 
Res，1999 ,249:1 一 12 

Tarnok A，Gerstner AO， Clinical applications of laser scanning cytometry. Cytometry，2002 ,50:133 一 143 

Vignali DA. Multiplexed particle-based flow cytometric assays. 本 Immol/Lunol Methods，2000 ,243:243 一 255 
Michael RR，Emmol/LertBuck et &L .Increased gelatinase A(MMOLVALP-2) and cathepsin B activity in invasive tumor 
regions of human colon cancer samples. Am 本 Pathol,1994 ,145:1285 一 1290 

Zhuang ZP et &L. A microdissection technique for Archival DNA analysis of specific cell populations in lesions< 1mmol/ 
L in size. Am J Pathol，1995 ,146:620 一 625 

Whetsell L ez wy .Polymerase chain reaction microanalysis of tumors from stained histological slides. Oncogene，1992 ， 
了:2355 一 2361 

Radford DM ez wL. Allelic loss on chromosome 17 in ductal carcinoma zz sitx of the breast， Cancer Res，1993 , 53: 
294 一 295 

Noguchi S et &L .Clonal analysis of predominantly intraductal carcinoma and precancerous lesions of the breast by means 
of polymerase chain reaction. Cancer Res，1994 ,54:21849 一 21853 

Meier-ruge W，Bielser W el QwL .The laser in the Lowry technique for microdissection of freeze-dried tissue slices. His- 
tochem J，1976 ,8:387 一 401 

Michael R，Emmol/LertrBuck，Robert FB et wL ， Laser capture microdissection，Science，1996 ,274:998 一 1001 
Bonner RF，Emmol/Lert-Buck M et w.， Laser capture microdissection: molecular analysis of tissue. Science，1997， 
278:1481 一 1483 

Rosamode 下 ，Banks MJ , Dunn MA et QZ .The potential use of laser capture microdissection to selectively obtain distinct 
populations of cells for proteomic analysis-preliminary findings. Electrophoresis，1999 ,20:689 一 700 

Michael R，Emmol/Lert-Buck，Gillespie JW ez wL .An approach to proteomic analysis of human tumors. Mol Carcinog， 
2000,27:158 一 165 


-2 区， 


536 


人 


58 


59 


60 


01 


62 


63 


64 


603 


66 
67 


68 


69 


70 


71 


们 


73 


74 
75 


Zhou G, Li HM, DeCamp D et oa . 2D differential in-gel electrophoresis for the identification of Esophageal Scans cell 
cancer-specific protein markers，MIol Cell Proteomics，2002,，1.2:117 一 123 

Karin S，Georgia 地，Identification of expressed genes by laser-medicated manipulation of single cells. Nat Biotechnol， 
1998,，16:737 一 742 

Ludger FE，Thomas K et 以 ，Immaol/Lunostaining for cell picking and real-time mRNA quantiation， Am 本 Pathol， 
2000,147:1459 一 1466 

Juha KK，Lukas B et ww .Tissue microarrays for high-throughput molecular profiling of toumor specimens， Nat Med， 
1998，4:844 一 847 

Cloud PP，Lu C et wZ .Reverse phase protein microarrays which capture disease Progression show activation of pro-sur- 
vival pathways at the cancer invasion front. Oncogene，2001,20: 1981 一 1989 

Juan MG，Wang H et wL ， Protein based microarrays:a tool for probing the proteome of cancer cells and tissues。Pro- 
teomics，2001,1:1279 一 1287 

Richard M，Caprioli TB，Farmer J. Molecular imaging of biological samples:localization of peptides and proteins using 
MALDI-TOF MS. Anal Chem，1997,69:4751 一 4760-、 

Pierre C，Markus S，Caprioli RM. Direct profiling of proteins in biological tissue sections by MALDI-TOF MS. Anal 
Chem，1999 ,71:5263 一 5270 

Markus S，Pierre C et &L Imaging mass Spectrometry:a nevwv technology for the analysis of protein expression in mam- 
molLalian tissues. Nat Med，2001,7:493 一 496 、 

Patrick G，Eckhard N，Hans L et aQL .Extraction of proteins from plant tissues for two-dimensional electrophoresis anal- 
ysis. Electrophoresis,2003 ,24:207 一 216 

Kose J.， 2-D Proteome analysis protocols. Totowa:Humana Press，1999 ,67 一 85 

Kamo M et &L Separation and characterization of Arabidopsis thaliana proteins by two-dimensional gel electrophoresis. 
Electrophoresis，19935，16: 423 一 430 

Economou A. Sec，durgs and rock'n'roll: antibiotic targeting of bacterial protein translocation。Emerg Ther Targets， 
2001,5$:141 一 153 

Jialsma HH，Bolhuis A,，Jongbloed JD et &， Signal peptide-dependent protein transport in Bacillus subtilis: a genome- 
based survey of the secretome，Microbiol Mol Biol Rev，2000,， 64:515 一 547 

Economou A. Following the leader: bacterial protein export through the Sec pathway. Trends Microbiol，1999，7:; 
515 一 :320 

Dirk B，Sevil A,，Meike W ef &L .Proteome analysis of secreted proteins of the gastric pathogen 下 elicopacter 记 yio 斌 .In- 
fect Immun，2002,，July,p:3396 一 3403 

Sauter ER，Zhu W，Fan XJ el wL .Proteomic analysis of nipple aspirate fluid to detect biologic markers of breast cancer. 
Br 可 Cancer，2002 ,86:1440 一 1443 

Choe LH,Dutt MJ，Relkin N，et wz. Studies of potential cerebrospinal fluid molecular marker for Alzheimer”s disease. 
Electrophoresis,2002 ,23:2247 一 2251 

Joshua NA，Susan MV et &L .Toward a human blood serum proteome. Mol Cell Proteom,2002 ,1:947 一 955 

Yuan X，Russell 工 ， Wood G et Q! . Analysis of the human lumbar cerebrospinal fluid proteome. Electrophoresis，2002， 
23:1185 一 1196 


“ 设 人 |: 


第 十 四 章 双向 凝 胶 电 六 
人 


由 于 蛋白 质 组 学 是 从 整体 水 平 研究 细胞 .组织 器官 甚至 是 有 机 体 (微生物 ) 内 的 蛋白 
质 表 达 变 化 ,那么 首先 需要 一 种 强 有 力 的 方法 来 分 离 `. 显 示 和 分 析 成 千 上 万 种 蛋白 质 。 虽 
然 目前 蛋白 质 组 学 技术 发 展 很 快 ,如 毛细 管 等 电 聚焦 品 、 多 维 色谱 吕 、 微 流 芯片 等 技术 
均 已 建立 ,但 双向 凝 胶 电泳 仍然 是 目前 蛋白 质 组 学 研究 的 主要 分 离 方法 。 双 向 凝 胶 电 泳 
的 高 分 辩 率 高 重复 性 和 兼 具 微 量 制备 的 性 能 是 其 他 分 离 方 法 所 不 能 匹敌 的 。 


一 、 双 加 凝 胶 电 沪 简 介 


双向 电泳 的 思路 最 早 由 Smithies 和 PoulikL4] 提 出 ,蛋白 质 第 一 向 电泳 是 根据 其 自由 
溶液 迁移 率 (free-solution mobility) ,在 滤纸 条 上 进行 ;第 二 向 电泳 方向 与 第 一 向 生 直 ,在 
淀粉 胶 上 进行 。 随 着 聚 丙烯 酰 胺 凝 胶 的 发 明 '5] ,双向 电泳 支持 介质 逐渐 转向 聚 丙烯 酰胺 
凝 胶 [9 , 即 双 向 凝 胶 电泳 。1969 年 ,双向 凝 胶 电 泳 在 原理 上 有 了 新 的 发 展 , 以 第 一 向 为 蛋 
白质 等 电 聚 焦 的 双向 凝 胶 电泳 建立 起 来 ( 即 IEF-PAGE)L7,81]。20 世纪 70 年 代 初 ,第 二 向 
电泳 中 使 用 了 十 二 烷 基 硫 酸 钠 (SDS)t?~ 1 ,使 第 二 向 电泳 基本 上 根据 蛋白 质 的 相对 分 子 
质量 来 分 离 , 从 而 黄 定 了 现代 双向 凝 胶 电泳 的 基础 ( 即 IEF-SDS PAGE)。1975 年 ,O Far- 
rellltl2 Kilose03] 和 Scheelel14 分 别 对 双向 凝 胶 电 泳 做 进一步 的 优化 ,建立 了 高 分 辨 的 双向 
凝 胶 电泳 。 

双向 凝 胶 电泳 的 基本 原理 是 : 先 将 蛋白 质 根据 其 等 电 点 在 pH 梯度 胶 内 进行 等 电 聚 
焦 , 然 后 按照 它们 的 相对 分 子 质量 大 小 进行 SDS PAGE 第 二 次 电泳 分 离 。 根 据 第 一 向 等 
电 聚 焦 条 件 和 方式 的 不 同 ,可 将 双向 凝 胶 电 泳 分 为 三 种 系统 :ISO-DALT NEPHGE 和 
IPG-DALTU5]。 在 ISO-DALT 系统 中 ,等 电 聚 焦 在 聚 丙 烯 酰胺 管 胶 (tube gel) 中 进行 , 载 
体 两 性 电解 质 (carrier ampholyte) 在 外 加 电场 作用 下 形成 pH 梯度 。pH 梯度 在 碱 性 区 不 
稳定 (阴极 漂移 ) .重复 性 不 易 掌 握 和 上 样 量 低 是 其 主要 缺点 ,并 且 一 般 不 能 分 离 等 电 点 大 
于 8.0 的 碱 性 蛋白 质 。 优 点 是 电泳 设备 要 求 不 高 ,电泳 溶液 容易 配制 ,易于 开展 工作 。 各 
种 电泳 条 件 经 优化 后 ,可 达到 非常 高 的 分 辨 率 , 也 可 获得 好 的 重复 性 56 ,目前 惟一 分 辩 
到 10 000 个 蛋白 质 斑 点 的 图 谱 正 是 采用 了 这 一 系统 !!461。 图 14.1 是 我 们 利用 ISO-DALT 
分 离 鼻 咽 癌 细 胞 系 CNE-2 细胞 总 蛋白 质 的 双向 图 谱 。NEPHGE 为 非 平衡 pH 梯度 电泳 
(nonequilibrium pH gradient electrophoresis) ,是 IPG(immobilized pH gradient) 胶 发 明 前 用 
于 分 离 碱 性 蛋白 质 的 一 种 方法 018] ,蛋白 质 在 等 电 聚 焦 场 中 达到 平衡 前 结束 电泳 ,第 一 向 
的 pH 也 是 依靠 载体 两 性 电解 质 和 电场 来 建立 。IPG-DALT 的 第 一 向 电泳 是 采用 1982 
年 发 明 的 IPG 胶 09] ,其 pH 梯度 的 形成 依赖 于 不 同 pK 值 的 一 种 合成 的 化 合 物 immobi- 
line。 该 化 合 物 是 丙烯 酰胺 的 衍生 物 ,为 非 两 性 的 弱酸 和 弱 碱 ,在 凝 胶 聚 合 过 程 中 ,能 与 聚 
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丙烯 酰胺 共 价 结合 。 因 此 ,IPG 胶 的 pH 梯度 是 稳定 的 ,不 依赖 于 外 加 电场 ,基本 上 克服 
了 ISO-DALT 的 主要 缺点 520] ,无 论 在 重复 性 和 上 样 量 上 均 优 于 ISO-DALT。 
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14.1 鼻 咽 癌 细 胞 系 CNE-2 的 双向 凝 胶 电 泳 银 染 图 谱 


二 、IPG-DALT 双向 凝 胶 电泳 
(一 ) 样品 制备 


要 获得 高 分 辩 和 高 度 重复 的 双向 凝 胶 电泳 图 谱 , 蛋 白质 样 品 制 备 是 极其 关键 的 一 
步 。 首 先 , 样 品 不 能 变质 ,要 使 用 新 鲜 的 样品 或 者 将 新 鲜 样 品 速冻 ( 液 氮 或 -707 ) 起 来 
也 可 以 ,样品 需要 处 理 时 要 尽量 和 处 理 前 的 保持 一 致 。 样 品 处 理 过程 中 注意 防止 污染 , 手 
套 等 必须 戴 上 。 不 同类 型 的 样品 制备 请 见 上 一 章 。 为 了 分 离 一 种 细胞 或 组 织 的 蛋白 质 
组 ,要 尽 可 能 使 蛋白 质 组 中 的 各 种 蛋白 质 成 分 溶解 在 裂解 缓冲 液 中 ,整个 蛋白 质 抽 提 过 程 
要 避免 蛋白 质 的 降解 修饰 等 。 对 于 组 织 而 言 , 由 于 组 织 的 不 均一 性 ,保证 组 织 细胞 取样 
的 重复 性 很 重要 ,采用 激光 捕获 微 解剖 (laser capture microdissection ) 技 术 可 获得 特定 的 
一 类 细胞 52; ,但 该 技术 目前 在 蛋白 质 组 中 的 应 用 也 存在 局 限 性 , 主要 的 问题 是 每 次 所 获 
得 的 细胞 量 太 少 。 一 般 在 样品 裂解 前 和 裂解 中 可 结合 机 械 破 碎 方 法 ,如 研磨 ` 超 声 等 。 

裂解 液 的 基本 成 分 为 尿素 .去 垢 剂 .还原 剂 和 两 性 电解 质 等 。 尿 素 是 一 种 优良 的 变性 
剂 ,通过 断裂 氢 键 和 下 水 键 使 蛋白 质变 性 ,增加 其 溶解 性 ,而 不 影响 蛋白 质 所 带 的 电荷 。 
尿素 与 硫 脲 结合 使 用 使 蛋白 质 的 溶解 性 更 好 ,尤其 是 疏水 性 的 膜 蛋白 [30,34。 去 垢 剂 有 离 
子 型 , 非 离子 型 和 兼 性 离子 型 等 几 类 。 离 子 型 去 垢 剂 , 如 SDS 使 蛋白 质 带 上 负电 荷 , 干 扰 
第 一 向 等 电 聚 焦 而 避免 使 用 。 但 Harder 等 人 在 加 裂解 液 抽 提 酵母 细胞 蛋白 质 之 前 ,用 
1%SDS 的 缓冲 液 破碎 细胞 并 加 热 可 抑制 相对 分 子 质量 较 高 的 蛋白 质 被 内 源 性 蛋白 水 解 
酶 降解 ,并 提高 了 相对 分 子 质量 较 高 的 蛋白 质 的 溶解 性 '321。 传 统 的 非 离子 型 去 垢 剂 ,如 
Triton X-100 和 NP-40 ,以 前 用 得 较 多 , 现 多 数 以 兼 性 离子 去 垢 剂 CHAPS(3-[(3-cholami- 
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dopropyl)-dimethylammonio ]-1-propane sulfonate) 代替 。CHAPS 的 终 浓度 可 达到 4% 。 
SB 3-10 (N-decyLN,N-dimethyL-3-ammonio-1-propane sulfonate) 溶解 下 水 性 氨基 酸 残 基 
的 能 力 更 好 ,但 它 在 高 浓度 的 腺 溶液 中 溶解 性 较 差 3] , 终 浓度 应 尽量 小 于 2% 。 最 近 , 有 
一 种 新 的 兼 性 离子 去 垢 剂 为 ASB 14 (Amidosulfobetaine 14) ,Molloy 等 434 把 有 机 溶剂 抽 
提 的 大 肠 杆 菌 蛋白 质 溶 于 含 ASB 14 的 增 溶 溶液 中 , 发现 蛋 白质 的 溶解 性 比 用 SB3-10 和 
CHAPS 好 ;从 13 个 被 鉴定 的 蛋白 质 中 发 现 8 个 是 以 前 在 双向 胶 上 没有 发 现 过 的 ,其 中 有 
5 个 是 新 发 现 的 踊 水 性 蛋白 质 。 还 原 剂 多 数 使 用 B- 芝 基 乙醇 \.DIT 或 DTE(dithioery- 
threitol) ,通过 打 断 二 硫 键 使 蛋白 质 彻 底 变性 。Herbert 等 人 435] 用 三 丁 基 腾 (tributyl phos- 
phine，TBP) 代 替 DTT , 在 等 电 聚 焦 中 大 大 增加 了 和 蛋白质 的 溶解 性 ,并 提高 了 蛋白质 从 第 
一 向 到 第 二 向 转移 的 效率 。 但 TBP 不 溶 于 水 ,半衰期 短 , 等 电 聚 焦 时 可 能 并 不 起 作用 。 
Seow036] 等 在 肝癌 样品 处 理 时 也 发 现 TBP 做 还 原 剂 时 蛋白 质 的 溶解 性 较 差 。 两 性 电解 质 
能 促进 蛋白 质 的 溶解 ,吸附 高 浓度 尿素 在 溶液 中 形成 的 氰 酸 盐 离子 (cyanate ions) ,离心 时 
还 有 助 于 核酸 的 沉淀 。 此 外 , 它 还 可 以 阻止 样品 蛋白 质 和 IPG 胶 条 中 的 固 相 化 的 两 性 电 
解 质 相互 作用 。 样 品 中 的 核酸 大 分 子 会 干扰 等 电 聚 焦 和 双向 胶 的 银 染 ,加 入 核酸 水 解 酶 
或 采用 超声 等 方法 可 将 其 降解 。 为 避免 样品 制备 过 程 中 和 蛋白质 的 降解 ,整个 过 程 需 在 低 
温 中 进行 ( 约 4 ) ,并 可 加 入 PMSF 等 蛋白 酶 抑制 剂 。Gargl36 总 结 了 三 种 裂解 液 的 配 
方 :09 molL Urea, 1% (ALV) DTIT, 2% 一 4% (LV) CHAPS, 2% (VZXAV) carrier 
ampholytes，pH3 一 10 和 10 mmol/L Pefablocg Protease Inhibitor; @D7 molML Urea，2 
mmolL Thiourea,1% (LV) DTT, 2% 一 4% (LV) CHAPS,，2% (VZV) Carrier Am- 
pholytes，pH3 一 10 和 10mmolML Pefabloc8 Protease Inhibitor; @ 热 的 SDS 缓冲 液 :1% 
(ma ZXV) SDS,100mmol/L Tris-HCI，pH7.0, 该 缓冲 液 裂 解 样品 后 至 少 3 倍 稀释 于 加 或 @ 
的 裂解 液 中 。 强 变性 作用 的 裂解 液 中 不 加 蛋白酶 抑制 剂 亦 可 。 


(二 ) 第 一 向 :等 电 聚 焦 
1. IPG 胶 条 的 重 泡 涨 


商品 化 的 胶 条 使 用 前 是 以 干 胶 条 的 形式 和 塑料 支撑 薄膜 粘 在 一 起 ,加 样 前 需要 先 拓 
去 薄膜 在 重 泡 涨 液 中 泡 涨 。 重 泡 涨 液 的 成 分 为 8 molML Urea，2% CHAPS，18mmol/L 
DTT, 0.5% IPG Buffer, 痕 量 Bromophenol Blue, 和 裂解 液 成 分 基本 相同 ,在 10 一 
100mmolLL 浓度 范围 内 适当 提高 DTT 的 浓度 可 提高 蛋白 质 的 检测 灵敏 度 :381。 重 泡 涨 
可 以 在 等 电 聚 焦 盘 内 进行 ,此 时 样品 已 经 加 到 重 泡 涨 液 中 ,在 加 样 杯 上 样 (cup loading ) 方 
式 中 , 胶 条 在 专门 的 重 泡 涨 盘 内 泡 涨 完成 后 再 转 人 等 电 聚 焦 盘 内 加 样 。 对 于 非常 碱 性 的 
窗 pH 范围 的 胶 条 ,如 pH9 一 12 或 pH10 一 12, 重 泡 涨 液 的 成 分 要 根据 样品 做 适当 修改 。 


如 核糖 体 蛋 白 , 重 泡 涨 液 的 成 分 为 8molML Urea, 10% (VZV) 2-propanol,，10% (V7V) 


加 eero To% ( 交 ZZ) CHAPS，20 mmold DTITT，0559% Pharmalyte 3 一 10，022% 

(MiVZV) Methycellulose 或 16% (VZV) 2-propanol, 10% Glycerol, 1% (MA/V) CHAPS， 

20mmolML DTT, 0.5% Pharmalyte。 组 蛋白 的 重 泡 涨 液 成 分 同上 ,但 没有 CHAPSH61。 

重 泡 涨 时 间 至 少 要 10h, 泡 涨 不 充分 会 影响 相对 分 子 质 量 较 高 的 蛋白 质 的 吸收 。 重 泡 涨 

液 的 体积 和 胶 条 的 长 度 相 匹配 ,可 参照 产品 说 明 书 。 重 泡 涨 和 等 电 聚 焦 过 程 中 的 温度 都 
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稳定 在 207 ,温度 太 低 尿素 会 结晶 出 来 ,温度 不 稳定 也 会 造成 腕 上 和 蛋白 质点 位 置 的 变 
化 [9]。 重 泡 涨 时 加 上 30V 或 50V 的 低压 会 促进 胶 条 对 和 蛋白质 的 吸收 ,但 这 一 点 在 制备 
型 电泳 时 才 有 意义 。 


2. 加 样 


样品 可 以 在 重 泡 涨 时 加 入 , 称 为 胶 内 重 泡 涨 (in-gel rehydration ) ,也 可 以 重 泡 涨 完成 
后 再 加 ,如 加 样 杯 上 样 。 重 泡 后 加 样 相 对 不 可 靠 ,操作 比较 困难 而 且 蛋 白质 容 易 在 胶 和 样 
品 的 界面 产生 沉淀 。 然 而 在 某 些 特殊 情况 下 , 重 泡 涨 后 加 样 具有 优势 ,如 使 用 pH6 一 11 
或 pH6 一 9 的 胶 条 分 离 碱 性 蛋白 质 时 ,在 阳极 用 加 样 杯 加 样 ,可 以 得 到 更 好 的 分 离 图 谱 。 
样品 的 胶 内 重 泡 涨 是 推荐 的 方式 ,可 以 增加 和 蛋白质 上 样 量 , 也 避免 了 在 阴极 或 阳极 加 样 的 
方向 问题 。Sabounchi-Schuttt401 报 道 了 一 种 新 的 加 样 方式 , 称 其 为 纸 桥 加 样 (paper bridge 
loading) , 即 胶 条 重 泡 涨 好 以 后 ,用 1.ScmX 5.0 cm 的 滤纸 做 为 纸 桥 履 盖 在 胶 条 的 一 端 ,将 
样品 加 到 滤纸 上 ,这样 可 显著 提高 蛋白 质 的 上 样 量 , 并 在 分 辨 率 和 相对 分 子 质量 较 高 的 蛋 
白质 的 分 离 方面 有 所 改善 ,如 图 14.2 所 示 , 这 种 加 样 方式 可 以 在 Pharmacia 公司 24cm 的 
等 电 聚 焦 盘 上 实现 。 分 析 型 双向 凝 胶 电 泳 上 样 量 在 几 十 到 几 百 微克 ,制备 型 双向 凝 胶 电 
泳 上 样 量 在 数 百 ( 银 染 ) 到 最 大 几 十 毫克 ( 考 马 斯 亮 蓝 染 色 ) 之 间 , 上 样 量 的 大 小 和 胶 条 的 
pH 范围 也 有 关系 ,pH 范围 越 窗 , 上 样 量 越 大 。 由 于 蛋白 质 定量 方法 的 重复 性 并 不 十 分 可 
靠 ,最 佳 的 上 样 量 要 根据 实验 结果 来 优化 。 从 我 们 的 结果 来 看 ,分 析 型 银 染 , Bio-Rad 
17cm pH3 一 10L 胶 条 的 最 佳 上 样 量 为 60 一 80g, Pharmacia 18cm pH3 一 10NL 的 最 佳 上 
样 量 为 80 一 100wg; 制 备 型 银 染 ,pH3 一 10 胶 条 最 大 可 加 到 400wg; 制 备 型 考 马 斯 亮 蓝 染 
色 ,pH3 一 10 胶 条 可 加 到 lmg,pH4 一 7 胶 条 可 以 加 到 1.Smg, 在 制备 型 电泳 时 为 保证 图 谱 
质量 减少 变形 ,样品 最 好 脱盐 后 再 上 样 。 





固 相 pH 梯度 凝 胶 电 桥 于 
14.2 纸 桥 加 样 法 的 示意 图 


3. 等 电 聚 焦 


重 泡 涨 结束 后 ,在 胶 条 和 电极 的 之 间 加 上 润 湿 的 小 纸 片 , 它 可 以 吸收 盐 离子 和 补充 水 
分 。 在 阴极 加 上 20mmolML DTT 润 湿 的 纸 片 可 减少 碱 性 端的 水 平 条 纹 并 且 有 助 于 碱 性 
蛋白 质 的 聚焦 "91。 等 电 聚 焦 的 电压 上 升 分 为 三 个 阶段 ,首先 加 上 一 个 比较 低 的 电压 ,去 
除 胶 条 中 的 过 多 的 盐 离 子 。 然 后 开始 加 高 压 ,电压 上 升 的 模式 为 缓慢 上 升 。 最 后 是 持续 
高 压 , 电 压 上 升 的 模式 为 快速 上 升 。Bio-Rad 公司 的 第 一 向 等 电 聚 焦 仪 Protean IEF 最 多 
可 加 到 10 000V 的 高 压 ,Pharmacia 公司 IPGphor 的 最 高 电压 为 8 000V。Bio-Rad 公司 胶 
条 总 的 电压 时 间 积 为 7cm 胶 条 8 一 3$SkVh，1llcm 胶 条 15 一 60kVh，17cm 胶 条 25 一 
100kVh。 一 般 原 则 是 ,根据 胶 条 的 pH 范围 和 上 样 量 的 多 少 ,总 电压 时 间 积 可 以 在 一 定 范 
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表 14.1 Protean IEF 的 聚焦 条 件 设置 
胶 条 长 度 17cm; 温 度 ”20"C; 最 大 限制 电流 “0.05mA per IPG strip; 最 大 限制 电压 ”10 000V 
分 析 型 等 电 聚焦 0 
重 泡 涨 : 12h 
开始 阶段 的 等 电 聚 焦 设 置 : 
250V 1Smin 电压 快速 上 升 
10 000V 5h 电压 快速 上 升 
稳定 阶段 的 等 电 聚焦 设置 : 
pH3 一 10 胶 条 pH4 一 7 胶 条 
10 000V 一 35 000Vh 电压 快速 上 升 10 000V 一 60 000Vh 电压 快速 上 升 
制备 型 等 电 聚 焦 
重 泡 涨 : 12h 
开始 阶段 的 等 电 聚 焦 设 置 ; 
250V 15min Rapid 
1 000V 1lh Rapid 
4 000V 1lh Rapid 
稳定 阶段 的 等 电 聚焦 设 置 : 
pH3 一 10 胶 条 pH4 一 7 胶 条 
10 000V~80 000Vh 电压 快速 上 升 10 000V 一 100 000Vh 电压 快速 上 升 





图 14.3 pH4~-7 的 人 肝癌 细胞 系 MHCC97 的 双向 凝 胶 电 泳 银 染 图 谱 
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围 内 调整 。 上 样 量 大 .pH 范围 窗 则 总 电压 时 间 积 高 ,分 析 型 双向 凝 胶 电 泳 限制 电流 可 以 
放宽 到 70 微 安 , 制 备 型 双向 凝 胶 电泳 的 限制 电流 最 好 在 50 微 安 。 等 电 聚 焦 完 成 后 的 胶 
条 若 不 能 及 时 进行 第 二 向 电泳 , 胶 条 可 于 -207 保存 。 以 17cm 胶 条 为 例 ,优化 的 等 电 聚 
焦 设 置 如 表 14.1 所 示 ,pH4 一 7 胶 条 的 实验 结果 如 图 14.3 所 示 。 


(三 ) 胶 条 的 平衡 


等 电 聚 焦 完 成 后 , 胶 条 必须 经 过 平衡 才能 走 第 二 向 ,平衡 缓冲 液 的 组 分 为 6molML 尿 
素 ，0.37$molML Tris pH8.8，2% SDS，30% glycerol，2% (LVZ) DTT 或 2.3% 
(mAV) IAA。 平 衡 液 的 体积 随 胶 条 的 长 度 而 异 , 我 们 的 用 量 为 17cmXl8cm 胶 条 3ml， 
11cmv13cm 胶 条 2ml, 大 大 低 于 说 明 书 的 用 量 。 平 街 液 中 尿素 和 甘 和 油 可 增加 浴 液 黏度 , 减 
少 电 内 渗 。 电 内 渗 作 用 是 由 固 相 化 的 两 性 电解 质 造 成 的 , 它 影 响 蛋 白质 从 第 一 向 到 第 二 
向 的 转移 。SDS 用 于 变性 蛋白 质 ,使 蛋白 质 带 上 负电 荷 ,这 对 第 二 向 SDS-PAGE 来 讲 是 
十 分 重要 的 。DTT 和 IAA 分 别 用 于 打开 和 封闭 蛋白 质 的 二 硫 键 。 溴 酚 蓝 用 来 检测 电泳 
过 程 。 两 次 平衡 的 时 间 均 为 13min, 如 果 图 谱 的 坚 直 条 纹 较 多 则 平衡 时 间 可 适当 延长 到 
20min, 时 间 太 短 则 和 蛋白质 没有 被 SDS 充分 包 衷 , 容易 产生 水 平 条 纹 。Galvanil42] 发 现 如 
果 平 衡 液 中 有 硫 腺 的 话 , 它 会 迅速 消耗 IAA 从 而 破坏 其 烷 基 化 作用 ,并 指出 丙 稀 酰胺 单 
体 可 以 代替 IAA 且 不 会 受到 硫 脲 的 和 干扰。 我 们 用 相同 浓度 的 丙 稀 酰胺 单 体 蔡 代 IAA, 验 
证 了 这 一 点 。DTT 也 可 以 用 SmmolMLL TBP 代替 。 Lauberl43] 报 道 两 次 平衡 可 以 简化 为 
用 62.5 mmolLL Tris, 2.3% SDS, 5% 芝 基 乙醇 ,pH6.8 的 平衡 液 一 次 平衡 3.Smin 即 可 ， 
效果 如 何 ,我 们 没有 试用 。 

(四 ) 第 二 向 SDS- PAGE 

第 二 向 SDS PAGE 采用 Laemmlit44 的 不 连续 缓冲 液 系 统 ,3T% 的 IPG 胶 条 可 以 看 

作为 压缩 胶 , 所 以 我 们 只 使 用 分 离 胶 ,但 也 有 人 用 压缩 胶 。IPG 胶 条 平衡 好 后 ,一 般 将 胶 


条 在 电泳 缓冲 液 里 浸润 一 下 ,这样 做 一 方面 可 以 清洗 胶 条 去 除 胶 条 上 的 平衡 液 , 另 一 方面 
润 湿 的 胶 条 也 容易 沿 着 玻璃 板 推 到 SDS PAGE 凝 胶 上 端 。IPG 胶 条 转移 到 SDS-PAGE 


胶 有 两 种 方式 :一 种 方式 是 先 将 IPG 胶 条 放 到 SDS-PAGE 胶 上 ,再 加 入 熔化 的 琼脂 糖 溶 


液 , 另 一 种 方式 是 先 加 入 熔化 的 琼脂 糖 溶 液 , 再 将 IPG 胶 条 放 到 SDS- PAGE 胶 上 。 两 种 
方式 各 有 优 劣 。 第 一 种 方式 图 谱 不 易 变 形 ,但 在 两 块 胶 之 间 容 易 有 小 气泡 产生 ,第 二 种 方 
式 非 常 好 地 解决 了 胶 之 间 的 气泡 问题 ,但 琼脂 糖 容 易 凝 固 , 插 人 IPG 胶 条 时 有 时 会 造成 
图 谱 变 形 。 相 比 之 下 ,气泡 对 图 谱 的 影响 较 小 ,故我 们 推荐 第 一 种 方式 。SDS-PAGE 胶 的 
浓度 往往 需 根据 研究 目的 和 样品 性 质 而 定 ,最 常用 的 是 12% 和 12.5% 的 均一 胶 。 采 用 均 
一 胶 的 好 处 是 灌 胶 方便 ,重复 性 好 。 但 相对 分 子 质量 较 高 的 蛋白 质 斑 点 较为 聚集 ,分 离 不 
佳 。 采 用 9% 一 16% 的 线性 梯度 胶 , 相 对 分 子 质 量 不 同 的 蛋白 质点 在 整 块 凝 胶 上 分 布 比 
较 均 匀 ,如 图 14.4 所 示 ,但 灌 胶 不 易 。 电 泳 过 程 中 温度 一 般 控 制 在 10 一 1SY 。 
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图 14.4 使 用 9% 一 16% 工 梯度 胶 的 人 肝癌 细胞 系 
BEL-7404 的 双向 凝 胶 电 泳 银 染 图 谱 


第 二 节 试剂、 设备 和 深 液 配制 
去 wy 齐 


两 稀 酰胺 (Arc) , 甲 又 双 丙 稀 酰胺 (Bis) ,三 ( 羟 甲 基 ) 氨 基 乙 烷 (Tris) ,甘氨酸 ,十 二 烷 
基 砚 酸 钠 (SDS) ,四 甲 基 乙 二 胺 (TEMED) ,过 硫酸 铵 ,二 硫 苏 糖 醇 (DTT) , 碘 代 乙酰 胺 
(IAA) ,尿素 ,3-[(3 - 胆 酰 胺 两 基 ) - 二 乙 铵 ] - 丙 磺 酸 (CHAPS) ,矿物 油 , 均 购 自 Bio-Rad 
公司 ,省 酚 蓝 为 Amersham Pharmacia 公司 产品 。 预 制 IPG 胶 条 及 其 IPG 缓冲 液 为 以 上 
两 家 公司 相应 产品 。 所 有 缓冲 液 均 用 Milli-Q 水 配制 。 


-二 他 昌 


超声 细胞 破碎 仪 (宁波 新 芝 科 仪 研究 所 JY92 - 2D); 本 实验 室 有 两 家 公司 的 双向 凝 
胶 电 泳 实验 仪器 :Amesham-Pharmacia 公司 的 IPGphor 水 平 电泳 系统 和 Hoefer SE 垂直 电 
泳 系 统 , 如 图 14.5 所 示 。 

Protean IEF@ System 水 平 电泳 系统 和 Protean 工 XL Cell 垂直 电泳 系统 为 Bio-Rad 
公司 产品 ,如 图 14.6 所 示 。 


“卫生 … 
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图 14.5 ”Amesham-Pharmacia 公司 的 IPGphor 水 平 电泳 系统 
和 Hoefer SE 垂直 电泳 系统 





图 14.6 Bio Rad 公司 的 Protean IEFG System 水 平 电泳 系统 和 PROTEAN II XL Cell 垂直 电泳 系统 


溶液 配制 
1. 裂解 液 


8mol/L 尿素 (Urea), 4% 3-[(3 - 胆 酰胺 两 基 )- 二 乙 铵 ]- 丙 磺 酸 (CHAPS) ,40mmol[L 三 
( 羟 甲 基 ) 毛 基 乙 烷 (Tris) ，65mmolLL 二 硫 苏 糖 醇 (DTT) 40ml。 


尿素 19.2 g 
CHAPS 1.60g 
Tris 碱 0.194g 
站 0.401g 
分 装 -75S 尼 保存 。 

2. 重 泡 涨 液 


8 mol/L 尿素 ,2% CHAPS，18mmolML DTT, 0.5% IPG 缓冲 液 , 痕 量 省 酚 蓝 (Bro- 
mophenol blue trace) 40ml。 


尿素 19.2g 
CHAPS 0.8g 
痕 量 洗 酚 蓝 


分 装 -207 保存 。 临 用 前 加 入 DTT 和 IPG buffer, 每 230 岂 加 0.7mgDTT 和 1.25 品 
IPG 缓冲 液 。 
“256 。 





3. 平衡 缓冲 液 


50mmolAL Tris-HCI pH8.8, 6molAL 尿素 , 30% 甘 油 (Glycerol) , 2% 十 二 烷 项 酸 钠 
(SDS) , 痕 量 省 酚 蓝 


Tris-HCL pH8.8(1.SmolLL) 20ml 
尿素 72.07g 
甘油 (87% , VZTV) 69ml 

省 酚 蓝 痕 量 

水 to 200ml 


临 用 前 加 入 DTT 和 IAA ,浓度 分 别 为 1% 和 2.5$%。 
4. 0.5% 的 琼脂 糖 


0.1g 琼脂 糖 溶 解 在 20ml 1x 电泳 缓冲 液 ,加 入 痕 量 溴 酚 蓝 后 ,加热 融化 。 于 室温 存放 。 
5s. SDS-PAGE 贮存 液 和 电泳 缓冲 液 


丙烯 酰胺 (Acr)/ 甲 又 双 两 烯 酰胺 (Bis)(30%T, 2.67%C) 
丙烯 酰 胺 (Acrylamide)(Bio-Rad 161-0107) 146.0g 
甲 又 双 两 烯 酰胺 (N,N-Methylene-bisAcrylamide)(Bio-rad161-0201 ) 4.0g 
用 500ml 水 溶解 后 ,用 0.45pm 的 微 孔 滤 膜 过 滤 ,4Y 避 光 保存 ,保存 期 为 30d。Arc、 
Bis 为 神经 性 毒剂 , 配 时 请 小 心 。 
(2) 1.SmolLL Tris-HCI,pH8 .8 
54.45 g Tris 碱 溶 于 150 ml 水 中 ,用 盐酸 调 pH 至 8.8, 然 后 加 水 定 容 至 300ml。4Y 
保存 。 
(3) 10% (xz /AZV) 十 二 烷 基 础 酸 钠 (SDS) 
10g SDS 溶 于 60ml 水 中 ,轻微 振 蔓 ,然后 加 水 定 容 至 100ml。SDS 很 轻 , 称 量 时 要 小 
心 , 以 免 吸入 。 
(4) 10% 过 硫酸 铵 (Ammonium Persulfate)( MA]V) 


(1 


YA 


新 鲜 配 制 。 
($) SX 电 泳 缓冲 液 (1X =25SmmolL Tris，192mmolLL 甘氨酸 ,0.1%SDS,pH8.3) 
Tris 碱 435.0g 
甘氨酸 216.0g 
SDS 13.0g 


溶 于 3L 水 中 ,pH8.3 不 用 调整 。 每 次 用 时 取 800ml, 加 水 稀释 到 4L。 


第 三 节 ”实验 操作 


一 、 样 品 制 备 


以 真 核 细 胞 为 例 , 按 2x 10 细胞 数 加 150Ml 体积 的 比例 加 裂解 液 。 原 核 样 品 建议 超 
0 


声 裂解 。 真 核 生 物 样 品 可 不 经 超声 或 温和 超声 。 超 声 前 预 冷 至 47 ,超声 时 冰 浴 保持 低 
温 , 时 间 为 2min。 注 意 纪 产 生 泡 沫 。 于 4 25 0005 ,离心 也 , 取 上 清 。 上 清 分 装 于 
=-7S 和 保存 。 


二 、 蛋 日 奈 定量 


在 电泳 前 需要 对 样品 的 浓度 进行 测定 ,一般 采用 Bradford 法 。 其 他 方法 如 BCA 法 、 
Biruet 法 和 Lowry 法 定量 蛋白 质 都 是 建立 在 将 Cu-* 还 原 为 Cu 的 颜色 变化 基础 上 的 ,而 
双向 凝 胶 电 泳 裂 解 液 中 含有 一 基 还 原 剂 ,会 影响 这 些 定 量 方法 的 灵敏 度 。Bradford 法 是 
根据 考 马 斯 亮 蓝 G-250 和 和 蛋 白质 的 结合 来 定量 蛋白 质 的 ,但 这 种 结合 也 会 受到 裂解 液 中 
的 碱 性 Ampholytes 和 尿素 的 影响 。 

Ramaglil37] 改 进 了 Bradford 法 , 先 用 0.1molLL 的 盐酸 中 和 样品 ,方法 如 下 。 


医 染色 液 


Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate 500 一 00006 ， 稀释 $ 倍 使 用 。 或 者 自行 
配置 :10 mg 的 考 马 斯 亮 蓝 G250 溶解 于 Sml 的 95% 乙 醇 中 ,与 10ml 85$% 磷酸 混合 定 容 
到 100ml。4? 保存 ,使 用 前 用 Whatman No.1 滤纸 过 滤 。 


2. 标准 蛋白 质 的 配置 


标准 蛋白质 使 用 卵 白 蛋白 (ovalbumin ) 或 y 球 和 蛋白 (Y-globulin) 较 好 ， 牛 血 清白 蛋白 
(BSA) 做 标准 蛋白 质 时 测 得 的 样品 浓度 偏 高 ,但 在 定量 血清 样品 时 比较 准确 。 标 准 蛋 白 
质 以 lmg:ml 浓度 溶 于 裂解 液 中 ,分 装 于 -20 保存 。 


3. 标准 曲线 的 绘制 


如 表 14.2 所 示 。 
表 14.2 蛋白 质 定量 的 标准 曲线 绘制 


标准 蛋白 质 g 5 10 15 20 25 30 40 、* 50 
体积 / 亿 5 10 15 20 25 30 %5 40 
裂解 液 / 品 45 40 35 30 25 20 人 10 
0.1molML HCL 10 10 10 10 10 10 10 10 
HOA 40 40 40 40 40 40 40 40 


每 管 加 3.5 ml 染色 液 轻微 摇 匀 ,5 min 后 读 取 ODsos。 
利用 origin 5$.0 软件 绘制 的 标准 曲线 如 图 14.7 所 示 。 


4. 样品 浓度 的 测定 
按 比例 稳 释 样品 后 按 标 准 曲线 的 方法 测定 样品 浓度 。 
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图 14.7 以 牛 血清 白 蛋白 为 标准 蛋白 质 的 蛋白 质 定量 曲线 


三 、 双 回 凝 胶 电 沪 
1. 加 样 


取出 重 泡 涨 液 解冻 ,以 13cm 胶 条 为 例 , 将 30 一 100wg 样品 和 重 泡 涨 液 充分 混合 ,总 
体积 为 230L。 低 速 离心 后 ,加 入 持 胶 槽 ,取出 胶 条 撕 去 表面 膜 , 胶 面 朝 下 从 一 端 小 心 放 人 
持 胶 模 ,使 重 泡 涨 液 浸润 整个 胶 条 ,注意 不 要 有 气泡 , 胶 条 尖端 和 持 胶 槽 尖端 匹配 ,用 矿物 
油 覆 盖 。( 考 马 斯 亮 蓝 显 色 样 品 量 为 100 一 300wg ,制备 型 样品 量 为 1 一 10mg。) 


2. 等 电 聚 焦 


重 泡 涨 12h; $00V 1lh; 1 000V 1lh;8 000V 6h。 整 个 过 程 在 20Y 进行 ,电流 上 限 为 
70mA。 结 束 后 记 下 总 电压 小 时 和 电流 。 胶 条 可 在 -20?7 中 保存 或 立即 平衡 。 


3. 平衡 


胶 条 取出 后 , 先 用 滤纸 吸 去 附着 的 矿物 油 , 然 后 在 1%DTT 的 平衡 缓冲 液 中 , 置 于 播 
床上 平衡 1Smin 后 ,然后 转 人 2.5% IAA 平衡 缓冲 液 中 平衡 13min。2ml 平衡 液 完全 够 
用 ,平和 时 胶 条 可 以 放 在 Bio-Rad 或 Amesham-Pharmacia 公司 的 重 泡 涨 盘 里 进行 。 


4. SDS-PAGE 


(1) 灌 胶 
按 表 14.3 配制 , 抽 气 1Smin 后 加 入 SDS.10%AP、TEMED。 

凝 胶 时 为 保证 每 次 灌 出 的 胶 高 度 一 致 ,最 好 用 尺 量 一 下 ,一 般 距 离 玻璃 板 项 端 
0.Scm, 用 水 或 水 饱和 的 异 丁 醇 封 腕 。 雍 胶 聚 合 后 用 电泳 缓冲 液 或 水 冲洗 一 下 胶 上 端 , 除 
去 未 聚合 的 单 体 ,同时 也 使 胶 条 容易 推 到 SDS-PAGE 胶 上 端 。 

(2) 第 一 向 胶 条 的 转移 

用 凶 子 夹 住 一 向 胶 条 的 一 端 , 放 到 玻璃 板 上 , 胶 面 朝 外 ,然后 用 平头 杀 子 将 小 心地 将 
胶 条 推 到 二 向 胶 的 上 端 。 两 块 胶 之 间 ,经 常会 出 现 细小 的 气泡 ,可 以 用 杀 子 调整 一 下 胶 
条 ,尽量 除去 气泡 ,然后 加 入 融化 的 0.5% 的 琼脂 糖 封 胶 ,此 时 尽量 少 动 一 向 胶 条 。 
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表 14.3 SDS-PAGE 的 凝 胶 配 制 








分 离 胶 
聚 两 炳 酰胺 单 体 (%T,2.67%C) 

12.5% 工 X% 工 
水 31.78ml V-all the following 
Arc/Bis (30%T, 2.67%C) 41.67ml Xx V/Z30ml 
1.5molML TrisHCL，pH8.8 25ml V/4ml 
10% SDS 1.0ml V7X100ml 
10% 过 硫酸 铵 500H V7200ml 
TEMED 50 品 V72000ml 


总 体积 100ml 


(3) 电泳 条 件 设 置 如 表 14.4 所 示 
表 14.4 第 二 向 SDS-PAGKE 电泳 的 设置 


1.0mm Spacer 15SmAy/gel 走 1Smin ,然后 30mAygel 走 至 省 酚 蓝 离 胶 下 沿 0.5cm 
1.5mm Spacer 20mAvgel 走 1Smin, 然 后 40mAgel 走 至 省 酚 蓝 离 胶 下 沿 0.5cm 
s. 于 胶 
(人 六 手 工科 迪 


多 孔 聚 乙 烽 膜 两 张 , 剪 成 比 胶 稍 大 的 尺寸 ,浸泡 在 水 中 。 取 出 一 张 在 玻璃 板 ( 如 灌 胶 
用 的 玻璃 板 ) 上 铺 平 ,将 凝 胶 平 铺 其 上 , 胶 上 再 覆盖 一 层 膜 ,做 成 “三 明治 ? 夹 饼 状 。 四 周 用 
有 机 玻璃 条 压 住 ,再 用 夹子 严 紧 。 注 意 凝 胶 与 两 层 膜 之 间 
不 得 有 气泡 , 膜 表 面 尽 量 保持 光滑 平整 。 于 室温 干燥 ,一 
般 24 一 72h 内 即 可 干燥 ,时 间 差 不 多 时 注意 观察 ,否则 胶 
很 容易 干裂 。 
(2) 干 胶 机 干 胶 

先 将 干 胶 机 的 滤纸 板 用 水 润 湿 ,再 将 膜 和 胶 放 到 滤纸 
板 上 ,操作 和 注意 事项 基本 同上 。 盖 上 橡胶 垫 , 打 开 抽 和 气 
装置 后 ,检查 橡胶 垫 四 周 是 否 已 经 吸 牢 ,然后 再 盖 上 于 胶 

14.8 BicRad 公司 的 干 胶 机 机 盖子 ,一 般 80C 1h 即 可 。Bio -Rad 的 干 胶 机 如 图 14.8 

所 示 , 抽 气 一 般 用 水 泵 ,该 公司 也 有 配套 的 抽 气 装置 。 


第 四 节 胶 上 有 蛋白质 的 检测 
下 角 


显示 双向 凝 胶 上 的 蛋白 质点 的 方法 有 多 种 ,例如 , 考 马 斯 亮 蓝 R-250 (CBB R-250)、 
CBB G-250 酰胺 黑 (Amido Black)、 丽 春 红 S(Ponceau S) 、 银 染 、 负 染 .荧光 染料 染色 以 及 
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放射 性 同位 素 标记 等 。 放 射 性 同位 素 标记 法 显示 蛋白 质 的 灵敏 度 非常 高 ,同位 素 的 挫 人 
是 以 细胞 代谢 为 基础 的 ,不 同 蛋白 质 挫 人 同位 素 如 35S 的 量 不 同 ,因此 ,有 时 难以 反映 蛋白 
质 组 中 各 种 蛋白 质 的 实际 丰 度 ,从 胶 上 切取 和 蛋白质 斑 点 的 不 便 也 是 影响 它 被 广泛 使 用 的 
一 个 因素 ,但 用 来 监测 蛋白 质 组 表达 变化 时 有 其 潜力 。 银 染 和 考 马 斯 亮 蓝 染 色 是 蛋白 质 
组 研究 中 最 为 广泛 使 用 的 两 种 染色 方法 , 银 染 有 100 多 种 不 同 的 方法 ,分 为 两 大 类 , 碱 性 
银 氨 染色 法 和 酸性 硝酸 银 染 色 法 。 酸 性 硝酸 银 当 色 法 和 碱 性 银 氨 染 色 法 相 比 , 它 对 酸性 
蛋白 质 的 染色 灵敏 度 稍 高 ,但 对 碱 性 和 电 白质 的 染色 灵敏 度 稍 低 。 酸 性 硝酸 银 染 色 法 的 原 
理 是 一 个 照相 的 过 程 , 凝 胶 在 酸性 环境 下 与 硝酸 银 温 育 , 银 离子 附 于 蛋白 质 表 面 , 然 后 在 
碱 性 环境 中 里 用 福 尔 马 林 还 原 成 金属 银 。 碱 性 银 氨 染 色 法 的 原理 是 用 氨水 来 形成 银 氮 复 
合 物 , 银 氮 复 合 物 与 胶 内 SDS -和 蛋白质 复 合 物 结合 ,然后 在 酸性 条 件 下 用 福 尔 马 林 将 银 氮 
还 原 成 金属 银 。 由 于 氮 的 不 稳定 性 ,酸性 硝酸 银 染 色 法 更 适合 于 定量 比较 分 析 。 一 般 认 
为 银 染 的 灵敏 度 是 能 染 1 一 10ng 的 蛋白 质 ,CBB R-250 的 灵敏 度 在 100ng 左右 ,CBB G- 
250 的 灵敏 度 稍 高 于 CBB R-250!4]1。 栈 胺 黑 较 广 泛 地 用 于 染色 电 转 移 到 膜 上 的 蛋白 质 ， 
其 检测 限 在 30 一 50ng!4]。 负 染 中 的 锌 染 [41 和 铜 当 047 是 近年 来 逐渐 受到 重视 的 染色 方 
法 ,染色 后 凝 胶 背 景 呈 不 透明 的 乳白 色 或 青绿 色 ,而 蛋白 质 斑点 或 条 带 则 是 透明 的 。 我 们 
比较 了 银 染 `CBB R-250、 锌 染 和 铜 染 对 蛋白 质 的 染色 灵敏 度 , 银 染 能 检测 到 8ng 的 肌 红 
蛋白 ;CBB R-250 能 检测 到 62ng 的 肌 红 蛋白 和 同 量 的 牛 血清 白 和 蛋白; 铜 染 对 肌 红 蛋白 的 
灵敏 度 稍 高 于 CBB R-250 ,为 31ng, 但 只 能 检测 到 12Sng 的 牛 血 清白 蛋白 条 带 ; 锌 染 的 灵 
敏 度 与 银 染 相当 ,8ng 的 肌 红 和 蛋白 或 牛 血 清白 蛋白 均 能 被 检测 出 来 。CBB R-250 、CBB G- 
250 和 和 锌 染 对 和 蛋白质 的 后 续 分 析 有 较 好 的 兼容 性 。 由 于 金属 负 染 蛋白 质 是 可 逆 的 ,具有 
高 灵敏 度 的 锌 染 在 蛋白 质 组 研究 中 会 具 较 大 洪 力 ,但 对 手工 切 胶 而 言 ,从 锌 染 的 凝 胶 上 切 
取 和 蛋白 质 斑点 要 困难 些 ,采用 自动 切 胶 机 可 解决 这 一 问题 ,图 14.9 是 用 光 密 度 仪 (densit- 
ometer) 扫 描 锌 染 的 双向 凝 胶 得 到 的 图 谱 。 银 染 由 于 其 较 高 的 灵敏 度 , 多 数 用 来 作为 图 谱 
分 析 为 目的 的 染色 方法 ,但 通过 染色 方法 的 改进 , 银 染 后 的 蛋白 质 也 可 用 来 分 析 鉴 定 !4] 。 
Scheler 等 人 "9 用 不 同 的 染色 方法 ,结合 酶 解 和 质谱 分 析 双 向 凝 胶 电 泳 分 离 的 蛋白 质 , 结 

果 表 明 CBB G-250 和 省 关 克星 全 的 到 日 大 各 ee 与 之 相 比 ,CBB 





图 14.9 人 肝癌 细胞 系 MHCC97 的 部 分 双 辐 
凝 胶 电泳 锌 染 图 谱 


R-250 染色 量 大 的 蛋白 质 斑点 , 酶 解 和 质谱 分 析 后 可 达 90% 的 序列 覆盖 率 , 对 量 中 等 的 蛋 
”白质 斑点 也 可 达 80% 的 覆盖 率 。 染 色 方 法 的 确定 一 般 要 根据 研究 需要 和 后 续 分 析 的 灵 
敏 度 而 定 。 

利用 荧光 试剂 显影 凝 胶 分 离 蛋白 质 在 蛋白 质 组 研究 中 的 应 用 越 来 越 广泛 。 传 统 的 欧 
光标 记 往 往 需要 共 价 修饰 蛋白 质 的 自由 氨基 ,羧基 或 琉 基 !50, 5 ,这 种 共 价 修饰 的 荧光 标 
记 法 有 许多 缺点 :等 电 聚 焦 前 标记 有 蛋 白质 会 改变 蛋白 质 的 等 电 点 ,从 而 引起 蛋白 质 的 不 正 
常 迁 移 [50, 5 ;不 同 蛋白 质 中 荧光 基 团 可 修饰 的 功能 基 团 不 同 , 因 此 不 同 蛋白 质 对 标记 的 
灵敏 度 不 同 ;荧光 基 团 的 共 价 修饰 会 干扰 蛋白 质 的 分 离 后 分 析 , 如 蛋白 质 相 对 分 子 质量 的 
轻微 改变 影响 质谱 识别 鉴定 蛋白 质 。 然 而 , 非 共 价 修饰 的 荧光 染料 如 sypro red 和 sypro 
orange 等 则 与 前 者 不 同 , 它 有 许多 优点 。sypro red 和 sypro orange 对 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 中 
蛋白 质 染 色 非 常 灵敏 !5] ,能 检测 1 一 10ng 的 蛋白 质 ,可 与 银 染 媲美 , 且 染 色 的 动态 范围 比 
银 染 大 , 达 3 个 数量 级 ;染色 步骤 简单 ,一 步 染 色 ,无 需 脱色 ;染色 后 的 蛋白 质 适 于 Edman 
降解 测序 和 质谱 分 析 。 但 图 像 采 集 时 需 UV 光源 或 激光 扫描 仪 。 一 种 新 型 的 荧光 染色 试 
剂 sypro ruby, 其 染色 原理 是 利用 重金 属 锦 的 鳌 合 物 来 和 胶 上 和 蛋白 质 结 合 , 染 色 专 一 性 
好 ,灵敏 度 高 ,而 且 不 会 担心 染色 过 度 。Lopez521 比 较 了 sypro ruby 荧光 染色 和 银 当 两 种 
方法 ,前 者 的 定量 重复 性 (相关 系数 =0.9) 要 比 后 者 (相关 系数 =0.8) 稍 好 , 银 染 的 线性 动 
态 范围 为 8 一 60ng, 而 sypro ruby 染色 的 线性 动态 范围 为 1 一 2ng 到 1 一 2wg,sypro ruby 的 
线性 动态 范围 要 比 银 染 高 700 倍 左右 , 而且 sypro ruby 染色 在 蛋白 质 酶 解 的 序列 覆盖 率 
和 质谱 图 信 噪 比方 面 都 优 于 银 染 。 图 14.10 是 我 们 用 sypro ruby 染色 得 到 的 效果 图 。 
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图 14.10 “人 肝癌 细胞 系 MHCC97 的 SyPpro 
ruby 染色 图 谱 (BioRad 1lcm pH3 一 10 胶 条 ) 


观察 功能 相关 的 蛋白 质 表 达 的 平行 性 变化 是 差异 蛋白 质 组 (differential proteome) 研 

究 的 主要 内 容 ,实验 需要 多 次 重复 ,大 量 双向 凝 胶 图 像 需要 用 计算 机 软件 一 张 一 张 地 分 
析 、 比 较 , 使 用 改进 的 染色 方法 或 图 谱 成 像 方式 不 仅 能 简化 图 像 分 析 , 并 且 可 以 减少 实验 
工作 量 。Unlii 等 (5 建立 了 一 种 称 为 差异 凝 胶 电 泳 (differential gel electrophoresis，DIGE ) 


“22 “ 
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的 方法 ,实际 上 是 采用 两 种 荧光 试剂 分 别 标记 两 个 样品 ,然后 混在 一 起 进行 双 回 凝 胶 电 
泳 。 他 们 用 两 种 花 青 染料 (cyanine dyes) 两 基 - Cy3 和 甲 基 - Cys 分 别 标记 经 IPTG(iso- 
propylthiogalacto-pyranoside) 和 未 经 IPTG 诱导 的 大 肠 杆菌 蛋白 质 抽 提 物 ,两 样品 混合 后 
在 一 块 胶 上 双向 凝 胶 电泳 , 因 两 种 染料 分 别 具 有 不 同 的 激发 光 和 发 射 光 波长 ,从 一 块 凝 胶 
上 可 以 采集 到 代表 两 种 样品 的 两 张 图 像 ,经 计算 机 处 理 , 得 到 一 张 Cy3MCys 的 比例 图 (ra- 
tio image)( 相 当 于 差 减 图 ) ,可 以 很 清楚 地 看 到 GAL4VP16 蛋白 被 IPTG 诱导 。 图 14.11 
是 模式 系统 里 用 Cy3/Cys 染色 得 到 的 结果 。 





图 14.11 以 Cy3 和 Cy5 为 染料 的 模式 系统 的 
双向 -差异 凝 胶 电 泳 图 谱 
蓝 色 为 Cy3 的 颜色 ,红色 为 Cy5 的 颜色 。(AmershamPharmacia 公司 提供 ) 


由 Bernhardt 等 634] 建立 的 双 通道 成 像 (dual channel imaging) 是 另 一 种 在 一 张 电泳 图 
谱 上 显示 和 蛋白质 组 表达 变化 的 方法 。 在 细菌 用 L-[sS] 甲 硫 氮 酸 脉冲 标记 5 min 后 裂解 ， 
提取 蛋白质, 双向 凝 胶 电 泳 后 凝 胶 经 过 银 染 ,采集 银 染 的 双向 图 谱 , 同一 块 胶 再 用 Phos- 
phorImager 采 集 同 位 素 标记 蛋白 质 的 双向 图 谱 。 银 染 图 谱 经 软件 转换 为 绿色 的 图 谱 ( 即 
保留 绿色 通道 ) ,同位 素 图 谱 转换 为 红色 图 谱 , 然 后 将 两 图 谱 合成 一 张 图 谱 , 可 以 看 到 新 合 
成 的 蛋白 质 为 红色 斑点 ,细胞 内 早已 合成 的 蛋白 质 为 绿色 斑点 ,一 直 在 合成 的 为 黄色 斑 
点 。 这 种 方法 免 去 了 雍 胶 配 比 的 采 烦 ,但 操作 过 程 中 应 戴 干 净 的 手套 以 避免 同位 素 污染 。 


一 人 色 亨 法 
(一 ) 洛 马 斯 咒 监 染 巴 
(1) 常规 考 马 斯 亮 蓝 染 色 
@ 滤 纸 过 滤 染 色 液 [50% 甲 醇 ,10% 乙 酸 ,0.25% (my/V) CBB R350]。 
@ 水 洗 胶 Smin。 
加 染色 液 中 染色 3h。 
5%(VLV) 乙酸 ,10%(VZV) 甲醇 溶液 脱色 ,反复 更 换 脱 色 液 直至 蛋白 质点 在 背 


景 上 变 得 清晰 。 
. 283 . 


(2) 胶 体 考 马 斯 亮 蓝 染色 [5] 

@D12% TCA 固定 1h。 

@O0.1% (mV) CBB G250,2% (xm /V) 磷酸 ,10% 过 硫酸 铵 ,20% 甲醇 染 色 10h, 注 
意 染色 盒 要 密封 。 

@Q25% 甲醇 溶液 洗 lmin, 重 复 2 遍 。 胶 可 置 于 20% 过 硫酸 铵 中 保存 。 


(一 ) 急 妆 


(1) 分 析 型 银 染 (不 能 用 于 质谱 鉴定 )[56] 
水 洗 胶 Smin; 
@O40% 乙 醇 ,10% 乙 酸 固定 1h。 
@Q@5% 乙 醇 ,5% 乙 酸 固定 过 夜 。 
由 水 洗 20min, 重 复 2 遍 。 
@5% 戊 二 醛 1h。 
人 @@ 水 洗 30min ,重复 4 遍 。 
GD250ml 新 鲜 配 制 的 银 氨 液 (lml NaOH 与 Sml 10ml 20% 
AgNO; )/ 胶 4Smin。 
@@ 水 洗 3min ,重复 3 遍 。 
1.$ml 1% 柠 檬 酸 .12$ul 37% 甲醛 / 胶 显 色 。 
405% 乙 酸 停 显 10min。 
人 水 洗 10min ,重复 3 遍 。 
快速 银 染 (和 质谱 鉴定 相 匹配 )[57] 
侦 水 洗 Smin。 
@40% 乙 醇 40% 乙 酸 重复 固定 1Smin, 重 复 2 遍 。 
G30% 乙 醇 0.2% 硫 代 硫 酸 钠 .6.8% 乙 酸 钠 30min。 
由 水 洗 Smin ,重复 3 遍 。 
G@2.5% 碳 酸 钠 ,0.04% 的 福 尔 马 林 (36% 的 甲醛 溶液 ) 显 影 至 背景 出 现 。 
@1.46%EDTA 深 液 停 显 10min。 
G@) 水 洗 10min ,重复 3 遍 。 


(2 


YA 


(三 ) 鱼 区 
Q@ 水 洗 Imin。 
@0.2mol/L 咪唑 .0.1%SDS 溶 液 10min。 


G0.2molLL 氧化 锌 lmin 至 胶 背 景 变 为 纯 白 。 
由 水 洗 Ss, 重 复 3 遍 。 


(四 ) ruby 荡 光 染色 [43] 


10% 甲 醇 / 了 % 乙 酸 固定 1h。 
(700ml sypro ruby 浴 液 / 胶 染 色 3h。 
G)10% 甲 醇 7% 乙 酸 洗 1h。 
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以 下 简 述 双向 凝 胶 电泳 的 问题 与 原因 !58-60] ,如 表 14.5 至 表 14.7 所 述 。 


表 14.5 第 一 向 等 电 聚 焦 的 问题 
问题 与 现象 可 能 原因 和 解决 措施 


IPG 胶 条 在 靠近 电极 附 烧 焦 电流 限制 太 高 ,最 大 电流 限制 设 为 30pA 
IPG 胶 条 没有 完全 重 泡 涨 ;应 检查 重 泡 涨 液 的 体积 ,保证 重 泡 涨 液 的 体积 足够 
IPG 胶 条 过 于 干燥 ; 重 泡 涨 和 等 电 聚 焦 时 加 矿物 油 


电压 太 低 , 达 不 到 最 高 电压 样品 盐 浓度 太 高 
脱盐 或 稀释 样品 , 等 电 聚 焦 1 一 2h 后 更 换 电 极 垫 片 。 盐 浓度 不 得 超过 
100mmolML ,最 好 控制 在 10mmolLL 以 内 


等 电 聚 焦 的 设置 错误 
检查 电压 设置 

电流 为 零 或 很 低 持 胶 槽 和 电极 接触 不 好 ,或 者 电极 和 胶 条 的 接触 不 好 
检查 以 上 接触 情况 ,检查 胶 条 是 否 完全 重 泡 涨 

尿素 在 胶 条 表面 结晶 温度 太 低 


温度 控制 设 为 207 ,室温 不 能 太 低 


表 14.6 第 二 向 SDS-PAGE( 垂 直系 统 ) 的 问题 














问题 与 现象 
开始 时 没有 电流 





可 能 原因 和 解决 措施 
上 下 槽 是 否 有 电泳 缓冲 液 





电泳 太 慢 检查 电泳 缓冲 液 是 否 配 错 ;检查 分 离 胶 缓冲 液 是 否 配 错 

溴 酚 蓝 前 沿 一 边 上 性 阴极 电泳 缓冲 液 没 有 接触 胶 的 一 端 ; 保 证 电泳 缓冲 液 覆 盖 了 胶 的 全 长 
溴 酚 蓝 前 沿 两 边 上 才 冷凝 不 好 ;检查 冷凝 器 是 否 工作 正常 

溴 酚 蓝 前 沿 不 规则 受 IPG Buffer 影 响 , 对 最 终结 果 没 有 影响 


胶 条 太 旧 或 二 向 成 品 胶 太 旧 ; 检 查 日 期 是 否 过 期 
IPG 胶 条 转移 到 二 向 时 下 面 有 气泡 ;保证 胶 条 和 二 向 胶 项 部 紧密 接触 ,无 气泡 


表 14.7 染色 的 问题 


聚焦 时 间 太 短 ( 尤 其 对 于 相对 分 子 质 量 较 高 的 蛋白 质 ) 或 太 长 (蛋白 质 会 分 解 ); 
优化 聚焦 时 间 


去 垢 剂 浓度 太 低 或 使 用 了 不 合适 的 去 拍 剂 ; 
检查 去 拍 剂 浓度 ,测试 不 同 的 去 拍 剂 


尿素 浓度 太 低 ; 
重 泡 涨 液 的 尿素 浓度 不 低 于 8mol/L 


IPG 胶 条 时 间 太 短 , 没 有 重 泡 涨 到 其 原始 厚度 ; 
重 泡 涨 胶 条 至 0.5mm 厚 ,时间 大 于 6h 或 过 夜 


裂解 液 或 重 泡 涨 液 的 DIT 浓度 不 够 ; 
裂解 液 的 DIT 浓度 为 65mmolML 或 重 泡 涨 液 的 DIT 浓度 为 18mmol/L 


单个 蛋白 质 的 多 重 氧化 ; 
加 足够 量 DTT ,等 电 聚 焦 时 加 上 矿物 油 ,矿物 油 脱 气 或 充 上 惰性 气体 


水 平 条 纹 
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由 于 DTT 朝阳 极 移动 . 碱 性 端 DTT 消耗 ; 
在 阴极 加 上 20mmolML DTT 润 湿 的 电极 垫 片 


错误 的 样品 加 样 区 域 ; 
检查 阳极 还 是 阴极 加 样 比较 好 ,或 者 使 用 样品 的 胶 内 重 泡 涨 方式 加 样 


由 于 样品 的 内 源 性 水 解 造成 的 假象 ; 
用 TCA 丙酮 法 处 理 失 活 蛋 白 酶 ,加 入 蛋白 酶 抑制 剂 或 与 SDS 一 起 者 


空气 中 的 CO, 干扰; 
等 电 到 焦 时 加 矿物 油 ,密封 电泳 腔 或 在 腔 内 加 上 NaOH 润 湿 的 纸 片 去 除 CO 


相对 分 子 质量 为 68 000 或 55 000 的 条 纹 , 可 能 有 角 蛋 白 或 白 蛋白 污染 ,或 者 由 琉 基 乙醇 造成 ; 
过 滤 所 有 溶液, 用 DIT 取代 琉 基 乙醇 ， 


蛋白 质 加 样 处 产生 沉淀 ; 
等 电 聚 焦 时 采用 低 电 压 


蛋白 质 抽 提 时 有 不 溶 物 在 样品 中 
高 速 离心 40 000g 1lh 
蛋白 质 从 一 向 转移 到 二 向 时 发 生 沉淀 ; 
提高 平衡 的 SDS 浓 度 ,适当 延长 平衡 时 间 
蛋白 质 上 样 量 过 大 
降低 上 样 量 

垂直 条 纹 | 水 不 够 纯净 ,SDS-PAGE 胶 配制 时 没有 过 滤 ( 背 景 有 极 细 的 条 纹 ) 或 者 胶 条 平衡 后 仍 带 有 额外 的 
下 T 
使 用 Millipore 水 ,过 滤 胶 液 。 使 用 IAA 平衡 IPG 胶 条 ,去 除 额 外 的 DIT 


水 平 条 纹 


成 对 的 竖 直 条 纹 饥 布 于 胶 上 ; 
可 能 是 由 硫 脲 引起 的 ,原因 尚 不 明 


( 丁 士 健 ) 
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第 十 五 章 电泳 图 谱 的 图 估 分 析 
第 一 带 5 负 Bin 凤 


双向 凝 胶 电泳 根据 等 电 点 和 相对 分 子 质 量 的 不 同 可 一 次 分 离 数 千 种 蛋白 质 , 经 染色 
后 蛋白 质 在 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 上 形成 密度 不 同 、 分 布 不 均 的 复杂 点 图 谱 。 如 何 对 图 谱 上 的 
这 些 蛋 白质 点 进行 检测 .定量 比较 分析 和 归 类 是 双向 凝 胶 电泳 分 析 软 件 所 要 解决 的 问题 。 

双向 凝 胶 电 泳 图 谱 分 析 一 般 包 括 以 下 儿 个 步骤 :图 像 采 集 、 图 像 加 工 \ 点 的 检测 和 定 
量 . 凝 胶 匹 配 数据 分 析 ` 数 据 解释 和 构建 数据 库 。 图 像 采 集 是 通过 扫描 仪 或 数码 相机 将 
凝 胶 转 换 为 数字 图 像 ,其 参数 设置 对 于 以 后 的 蛋白 质点 的 内 在 信息 抽 提 是 比较 重要 的 , 因 
为 以 后 的 整个 图 像 加 工 过 程 实质 上 是 给 图 谱 上 的 每 个 蛋白 质点 进行 精确 的 定位 和 定量 
(以 面积 和 密度 作为 指标 )。 图 像 加 工 主要 是 指 软件 通过 一 定 的 算法 来 去 除 图 谱 上 非 蛋 自 
质点 的 杂质 和 染色 不 同 造成 的 不 同 深 浅 的 背景 。 点 的 检测 主要 是 产生 每 个 点 的 X\Y 轴 
坐标 ,外形 参 数 和 密度 参数 ,并 对 每 个 蛋白 质点 做 数字 模拟 合成 。 对 于 点 的 检测 和 定量 ， 
目前 采用 的 算法 可 分 为 高 斯 拟 合 (Gaussian fitting) 和 拉 普 拉 斯 算 子 高 斯 拟 合 (Laplacian of 
Gaussian) 两 大 类 !-41。 除 了 在 单 块 胶 上 获得 点 的 信息 外 ,在 一 系列 不 同 胶 上 监测 某 个 蛋 
白质 点 的 变化 是 生物 学 分 析 所 感 兴趣 的 问题 。 不 同 图 像 间 的 比较 首先 要 确定 足够 的 坐标 
(landmark) , 即 每 块 胶 上 都 存在 的 点 。 这 些 坐标 用 于 确定 图 像 之 间 几 何 转换 的 多 项 式 , 然 
后 用 于 其 他 点 的 匹配 。 表 达 量 变化 的 蛋白 质点 或 已 经 鉴定 的 点 可 在 软件 中 进行 数据 归 类 
和 解释 ,还 可 以 建立 数据 库 通 过 因特网 来 进行 成 果 共 享 。 

双向 图 谱 分 析 软 件 的 开发 始 于 20 世纪 70 年 代 末 ,至 今 经 历 了 三 代 的 发 展 历程 。 最 
初 的 程序 是 使 用 DEC PDP11 家 族 的 小 型 计算 机 在 VMS 操作 系统 上 运行 ,如 Elsie， 
LIPS，Gellab 和 Tycho; 第 二 代 是 基于 Unix 的 程序 ,盛行 于 80 年 代 后 期 ,如 Gellab-I， 
Elsie4，Kepler，Melanie 和 Quest; 第 三 代 是 基于 Unix\NT 和 Mac 多 种 计算 机 平台 的 程 
序 , 如 2D BioImage，Melanie- 工 和 Phoretix 2D。 当 今 , 双 向 图 谱 分 析 软 件 正 向 PC 化 发 
展 ,而 且 界 面 更 友好 ,使 用 更 方便 ,功能 更 强大 ,以 适应 这 一 工具 进入 普通 实验 室 , 如 
PDQuest，Melanie- 焉 ，Phoretix 2D 和 ImageMaster 2D 等 。 近 年 来 随 着 和 蛋白质 组 学 的 兴 
起 ,新 的 双向 凝 胶 电泳 分 析 软 件 在 自动 化 方面 又 有 较 大 改进 ,如 Z3 Delta 2D 和 Progenesis。 


第 二 节 “PDQuest 软件 简介 


PDQuest 是 显示 (imaging)、 分 析 (analyzing) 双向 凝 胶 电 泳 图 谱 和 数据 库 查 询 
(databasing) 的 一 个 软件 包 ,由 Bio-Rad Laboratories 开发 ,目前 已 经 升级 到 第 7 版 。 它 运 
行 在 Windows 环境 下 ,图形 界 面 简单 易 用 ,有 标准 菜单 、 工 具 条 ,并 且 支 持 键盘 操作 。 
PDQuest 从 Bio-Rad 的 专业 扫描 仪 中 获取 图 像 ,用 高 级 算法 去 除 图 像 背 景 噪 声 、 凝 胶 中 的 
人 为 假象 和 水 平 垂直 的 条 纹 , 然 后 用 点 细 化 (spot segmentation ) 的 方法 去 检测 和 定量 蛋白 
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质 斑点 ,最 后 将 结果 显示 并 能 输出 到 其 他 的 统计 分 析 用 途中 。 它 能 同时 分 析 凝 胶 上 的 
10 000 个 蛋白 质 斑 点 ,能 跟踪 报告 所 有 和 蛋白质 形式 和 样品 浓度 的 变化 ,并 给 出 合理 的 定量 
和 定性 数据 。PDQnuest 的 匹配 (matching) 和 数据 (databasing) 分 析 能 力 使 它 能 同时 分 析 几 
百 块 凝 胶 , 柱 形 图 (histograms) 方 式 能 比较 一 组 实验 中 每 块 凝 胶 上 相同 点 的 量 的 变化 。 
使 用 者 能 将 相关 的 蛋白 质 斑 点 归 为 一 类 ,再 从 实验 胶 上 产生 的 参考 图 像 (master image) 上 
做 高 级 分 析 和 上 比较。 扫描 的 文件 能 被 插入 或 输出 到 发 现 组 (discovery series) 中 ,文件 格式 
转换 为 TIFF 格式 以 便 作 其 他 用 途 。 图 像 匹 配 的 数据 能 输入 到 列表 中 (spreadsheets) 以便 
做 简单 的 分 析 。 

用 PDQuest 分 析 2D 凝 胶 包括 以 下 主要 步骤 。 

@ 看 图 和 解释 。 看 图 工具 可 对 图 像 进 行 缩放 、 翻 转 、 任 意 角度 调整 、 切 制 和 去 除 背 景 
噪声 ,还 可 将 图 像 转 换 为 数据 。 另 外 ,利用 密度 工具 还 可 看 到 整 张 图 上 点 的 OD 值 的 变 
化 。 在 点 的 检测 中 PDQuest 自动 标记 哪些 点 是 过 饱和 点 (saturated) , 哪些 是 模糊 点 
(faint) ,这 些 点 将 不 能 参加 以 后 的 分 析 过 程 。 使 用 者 也 可 人 工 标记 哪些 点 不 参与 分 析 过 
程 , 还 可 将 紧 挨 在 一 起 的 点 综合 成 一 个 点 ,便于 比较 和 分 析 。 

@ 点 的 检测 和 定量 。PDQuest 点 的 检测 过 程 是 自动 进行 的 ,但 是 使 用 者 可 人 工 设 定 
参数 ,如 扫描 过 程 、 看 图 过 程 \ 点 检测 的 灵敏 度 以 及 是 否 纠正 模糊 点 等 。PDQuest 还 可 根 
据 所 做 的 标准 给 出 凝 胶 上 每 个 点 的 相对 分 子 质量 (mr) 和 等 电 点 (pT) 信 息 。 

@ 凝 胶 匹 配 。 根 据 不同 的 目的 做 出 不 同 的 匹配 组 (matchset) ,然后 将 它们 整合 成 标 
准 (standard) 。 选 择 标准 胶 的 要 素 有 :点 的 数目 代表 腕 、 对 照 胶 和 点 的 质量 。 对 匹配 组 
(matchset) 可 进行 编辑 操作 :部 分 匹配 .手工 匹配 、 检 查 非 稳定 点 (erratic spot) 重新 匹配 、 
添加 点 等 。 匹 配 过 程 中 需要 人 工 设 定 一 些 参 考点 (landmark) 。 

巾 数据 归 类 。PDQnuest 可 将 凝 胶 上 的 点 做 数据 处 理 , 有 6 组 设置 可 使 用 :定量 定性 、 
任意 (arbitrary) \ 布 尔 (boolean) 统计 和 解释 (annotation ) 。 

@ 报 告 输出 。 匹 配 组 (matchset) 的 数据 可 输出 到 列表 中 进行 分 析 , 扫描 的 图 像 可 以 
TIFF 的 形式 输出 到 其 他 图 像 处 理 软件 中 进行 分 析 。 

图 谱 分 析 是 一 个 多 步骤 有 顺序 的 过 程 ,包括 蛋白 质 斑点 的 检测 高 斯 拟 合 (Gaussian 
fitting)、 定量 背景 扣除 、 图像 定 位 (alignment) ,最 后 是 凝 胶 图 像 的 比较 ,蛋白 质 斑点 配 比 
(matching)。 图 谱 分 析 的 大 多 步骤 是 自动 进行 的 ,但 由 于 凝 胶 电 泳 的 质量 ,通常 有 10% 左 
右 的 斑点 没有 被 正确 检测 ,有 小 部 分 量 白 质 斑 点 可 能 会 错 配 ,需要 人 工 校正 。 要 提高 蛋白 质 
斑点 检测 和 配 比 的 正确 率 , 一 方面 需要 提高 双向 凝 胶 电泳 的 质量 , 另 一 方面 需 建 立 更 为 精确 
的 斑点 检测 和 配 比 的 计算 机 算法 。 最 近 ,Panek 等 5 提出 了 一 种 称 为 point patterm matching 
的 新 的 计算 机 算法 ,检测 蛋白 质 斑点 的 正确 率 大 于 95% ,斑点 配 比 的 精确 率 大 于 98% 。 


第 三 节 PDQuest 软件 的 使 用 
二 过 处 村 料 


1. 硬件 


最 低 硬件 配置 要 求 为 Pentium 166 处 理 器 ,64M 内 存 ,3G 硬盘 ,17“ 显示 器 ,1024 X 
"291 ， 


768 分 辨 率 ,256 色 ,SCSI 接口 。Windows 95/98ZNT 操作 系统 。 
我 们 实验 室 的 硬件 配置 为 Pentium I 350 处 理 器 ,25$6M 内 存 ,15G 硬盘 。Windows 
ME 操作 系统 。 


2. 软件 

PDQuest 双向 凝 胶 图 像 分 析 软 件 6.2.0 版 ，Bio-Rad Laboratories， Hercules，CA。 
= 内 法 
(一 ) 图 黎 来 集 


染色 完毕 的 凝 胶 用 水 洗 净 后 , 置 于 BioxRad GS710 扫描 仪 上 , 胶 上 盖 一 块 干 净 的 滤 光 
板 ,注意 胶 和 扫描 仪 以 及 滤 光 板 之 间 不 能 有 气泡 。 

扫描 仪 可 以 从 文件 菜单 或 者 从 快速 向 导 中 选择 。 扫 描 仪 面板 上 的 “选项 "里 有 扫描 仪 
校准 的 设置 ,软件 安装 后 要 根据 扫描 仪 随机 附送 的 校准 表 来 重新 设置 。 扫 描 仪 会 根据 此 
表 在 每 次 扫描 前 自动 将 机 器 校准 一 遍 。 

扫描 的 第 一 步 是 选择 所 要 扫描 的 介质 的 种 类 , 如 凝 胶 、 X 射线 片 等 然后 选择 染色 方 
法 ,如 银 染 \ 考 马 斯 亮 蓝 染 色 等 。 软 件 会 根据 所 选择 的 介质 和 染色 方法 来 改变 发 光 方 式 和 
滤 光 片 的 设置 。 第 二 步 , 预 扫描 ,确定 所 要 收集 的 数据 的 范围 。 第 三 步 ,数据 采集 。 此 时 
会 提示 给 扫描 文件 命 We 扫描 仪 面板 见 图 15.1。 





图 15$.1 扫描 仪 面板 


《一 ) 看 图 和 编 匈 


在 Vievw 菜单 中 Zoom In、 Zoom Out 可 以 对 图 像 的 进行 缩放 , View Density 工具 可 以 
看 到 胶 上 点 的 光 密 度 变 化 。Advance View 工具 提供 了 更 多 的 看 图 方式 ,在 点 的 检测 和 编 
辑 中 可 以 用 到 。Windows 菜单 下 的 Tile 可 以 平 铺 图 像 , Imitate 用 来 使 所 有 其 他 胶 的 显示 
和 所 选 胶 的 显示 相同 ,比如 ,用 Zoom out 观看 一 块 胶 的 某 一 放大 区 域 时 ,用 Imitate 可 以 
很 方便 地 看 到 其 他 胶 上 此 放大 的 区 域 。Assign 和 Interchange 工具 在 建立 点 的 检测 以 后 
会 用 到 ,用 于 在 指定 窗口 内 显示 同一 块 胶 所 产生 的 不 同文 件 ,如 2D scan 文件 ,Image File 
文件 和 Gel Spot 文件 。 看 图 菜单 和 它们 的 图 标 见 图 15.2。 
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15.2 看 图 菜单 和 对 应 的 图 标 


图 像 编 辑 时 要 将 所 有 图 像 的 大 小 方向、 调整 一 致 ,同时 还 要 去 除 图 像 上 的 背景 噪声 。 

打开 图 像 后 用 Image 菜单 下 的 Rotate 或 Flip 工具 将 所 有 图 像 的 方向 调整 一 致 ,然后 
用 Filter 工具 去 除 图 像 中 的 背景 噪声 。 背 景 噪声 分 为 两 类 , 称 为 Pepper 和 Salt。Salt 的 
光 密 度 比 背景 浅 , Pepper 的 光 密 度 比 背 景 深 。 它 们 都 属于 Outlier 类 型 的 品 声 。 噪 声 有 三 
种 密度 分 布 方式 , 称 为 Gaussian、 Uniform Outlier, 用 Vievw 菜单 下 的 View Density 可 以 判 
断 噪 声 的 分 布 方式 。 然 后 选择 过 滤 的 像素 大 小 ,像素 越 大 过 滤 的 效果 越 明 显 。 需 注意 ,过 
滤 对 图 像 来 说 是 不 可 逆 的 操作 ,因此 ,最 好 在 保存 的 时 候选 择 备份 (copy and filter) 。 过 滤 
的 提示 框 见 图 15.3。 





15.3 过滤 的 提示 框 


去 除 噪 声 后 ,用 Image 菜单 下 的 Crop 命令 可 切除 胶 上 四 周一 些 不 需要 的 部 分 。 高 级 
的 切割 方法 是 在 所 有 图 像 中 选择 一 块 胶 做 参考 胶 , 用 Image 菜单 下 的 Advance Crop 工具 
中 的 Define crop area 定义 切割 区 域 , 然 后 执行 Place Crosshair 命令 在 胶 上 选择 一 个 分 离 
得 好 、 又 很 清晰 的 点 做 为 十 字 准 线 (crosshair) 。Save Crop Setting 保存 此 切割 设置 。 其 他 
胶 只 要 Load Crop Setting ,找到 十 字 准 线 后 执行 Crop 命令 即 可 。 这 样 能 保证 切割 出 来 的 
胶 规格 一 致 。 

Image 菜单 中 的 Transform 可 以 随意 调整 图 像 的 亮度 和 对 比 度 , 以 便于 看 图 ,但 它 并 
不 改变 图 像 内 在 的 光 密 度 。 图 像 的 亮度 和 对 比 度 可 以 手工 调整 ,也 可 以 选择 自动 方式 
(Auto-Scale) 。 
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(三 ) 点 的 档 测 和 编辑 


PDQuest 6.1 版 增加 了 点 检测 的 参数 设置 癌 导 (Spot Detection Parameter Wizard) 。 
打开 胶 图 像 后 ,选择 一 块 分 离 效果 比较 好 的 胶 作为 标准 胶 , 然 后 在 Spot 菜单 下 选择 Spot 
Detection Parameter Wizard, 会 弹出 如 图 15.4 所 示 的 界面 。 

点 检测 时 需要 设 定 以 下 参数 :最 模糊 的 点 、 最 小 的 点 ` 最 大 的 点 和 胶 的 背景 。Spot 
Dectection Parameter Wizard 面板 左边 的 一 列 图 标 是 看 图 工具 ,可 以 放大 、 缩 小 、 移 动 图 
像 ,并 能 看 到 胶 上 点 的 光 密 度 变 化 ,这 些 工具 是 为 了 便于 找到 最 模糊 的 点 、 最 小 的 点 和 最 
大 的 点 。 最 模糊 的 点 即 是 图 中 可 见 的 光 密 度 最 低 的 点 , 它 确定 了 点 检测 时 的 灵敏 度 。 最 
小 的 点 为 面积 最 小 的 点 , 它 确定 了 点 检测 的 尺寸 范围 。 在 大 多 数 情况 下 ,最 模糊 的 点 即 是 
最 小 的 点 ,因此 可 以 略 去 设 定 最 小 的 点 这 一 步 。 最 大 的 点 为 面积 最 大 的 点 , 它 确定 了 去 除 
背景 时 的 背景 抽 提 转 球 和 条 纹 去 除 圆 盘 的 半径 。 胶 的 背景 设 定 应 选择 胶 上 一 块 尽 可 能 大 
的 \ 没 有 点 和 条 纹 的 区 域 作 为 胶 的 背景 , 胶 的 背景 确定 了 点 检测 过 程 中 的 噪声 过 滤 方 式 。 
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图 15.4 点 检测 的 参数 设置 向 导 


点 的 参数 设置 好 后 , 按 Find Spot Centers 测试 一 下 点 的 检测 效果 。 软 件 将 会 给 每 个 
检测 得 到 的 点 打上 十 字 标 记 。 如 选中 Gaussian Model During Test, 则 检测 到 的 点 将 会 减 
少 ,因为 聚焦 在 一 起 的 点 可 能 将 被 认为 是 一 个 大 的 点 。 要 获得 满意 的 点 的 检测 效果 ,点 的 
检测 需要 重复 若干 遍 , 直 至 找到 最 佳 的 参数 。 

在 Spot Dectection Parameter Wizard 面板 上 的 Optional Controls 选项 里 ,有 Streaks、 
Background Speckles 和 Options 4 栏 。 在 点 的 参数 设置 好 后 ,Background 栏 和 Speckles 栏 
一 般 不 用 改动 ,如 果 条 纹 的 去 除 不 够 多 的 话 , 可 将 Streaks 中 的 半径 降低 一 半 再 重新 检测 
一 遍 。 

背景 抽 提 有 3 种 方法 :Floating Ball、Roller Ball 和 Bi-disk。 默 认 的 Floating Ball 方法 
和 球 半径 是 最 佳 的 。 如 果 默 认 方 法 对 背景 的 抽 提 太 多 或 有 图 像 假 象 的 话 , 可 以 选择 
Roller Ball 方法 ,但 它 通常 会 产生 更 多 的 图 像 假 象 。Bi-disk 方法 比 Floating 和 Roller Ball 
方法 稍 快 一 点 ,对 均匀 光滑 的 背景 处 理 效果 比较 好 , 对 不 均匀 光滑 的 背景 处 理 效果 较 差 。 

29 丰 。 











背景 抽 提 的 方法 见 图 15.5。 





图 15.5 背景 抽 提 的 方法 


Speckles 栏 的 设置 用 于 过 滤 背 景 噪声 ,Perform Smoothing 一 般 要 选中 ,过 滤 的 类 型 是 
根据 噪声 的 种 类 来 选择 的 , 见 表 15.1。 


表 15.1 噪声 的 种 类 
噪声 类 型 “、 过 滤 类 型 
Pepper，Salt Noise Median 
Gaussian Noise Weighted Mean 
Salt，Gaussian Noise Power Mean 
Pepper，Gaussian Noise ContraMean 


Kernel Size 的 选择 在 最 小 点 和 噪声 的 平均 像素 大 小 之 间 ,像素 的 大 小 可 用 放大 看 图 
工具 来 观察 。 见 图 15.6。 

Options 栏 的 Fix Faint Spots 是 默认 选中 的 ,Faint Spots 是 指 一 些 光 密度 低 于 一 定 值 
(如 0.2 OD) 又 高 于 背景 的 点 ,Fix Faint Spots 将 这 些 点 的 X\Y Sigma 值 赋 为 同一 立轴 座 
标的 点 的 值 。 它 解决 了 像素 非常 小 的 点 的 定量 问题 。 见 图 15.7。 





图 1$.6 ”Kernel Size 的 选择 15.7 ”Fix Faint Spots 的 选择 


点 的 检测 参数 设置 好 后 ,在 Parameter Set 栏 按 Save 将 此 设置 保存 ,Load 此 设置 可 对 
其 他 胶 进 行 点 的 检测 。Processing All Gels 可 选择 设置 参数 检测 多 块 胶 的 点 。 

点 的 检测 完成 后 加 上 原来 的 2D scan 文件 ,另外 又 生成 两 个 文件 : Filtered 和 Gaus- 
sian。 同 时 打开 这 三 个 文件 ,利用 Spot 菜单 的 Add Spot 和 Remove Spot 可 增加 或 去 除 点 ， 
在 More Edit Tools 里 还 可 将 几 个 重 和 至 在 一 起 的 点 合并 成 一 个 点 ,或 者 手工 标记 哪些 点 是 
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饱和 点 ,哪些 是 模糊 点 。Spot Boudary Tools 是 6.2 版 新 增 的 功能 ,如 果 一 个 点 是 形状 不 
规则 的 饱和 点 ,或 者 点 的 质量 很 差 ,那么 在 点 的 检测 过 程 中 Gaussian Modeling 不 能 精确 
合成 这 个 点 ,用 Spot Boundary Tool 可 手工 描绘 这 些 点 ,但 点 的 定量 可 能 不 很 准 。 


(四 ) 建立 和 编辑 比较 组 (Matchset) 
建立 和 编辑 比较 组 的 菜单 见 图 15.8。 





图 15.8 建立 和 编辑 比较 组 的 菜单 


点 的 检测 完成 后 ,同一 个 胶 文 件 会 自动 生成 3 个 文件 : Gel Spot、Gel Image 和 2D 
Scan。 建 立 比 较 组 ,命令 如 下 :Matchset 菜单 下 Creat Matchset。 然 后 选择 要 比较 的 文件 ， 
Gel Spot 和 Gel Image 文件 也 应 包含 在 内 ,这 样 在 建立 比较 组 后 ,还 可 以 做 点 的 编辑 。 按 
OK 键 之 后 会 出 现 一 个 对 话 框 ,要 选择 一 块 胶 做 标准 胶 , 标 准 胶 最 终 会 包含 所 有 比较 组 成 
员 的 点 ,所 以 ,标准 胶 应 选择 一 块 最 具 代 表 性 的 胶 , 比 如 实验 中 的 对 照 ,而 且 这 块 胶 要 分 离 
得 好 。 标 准 胶 也 可 在 比较 组 建立 后 再 选 。 比 较 组 分 为 两 个 水 平 : 低 水 平和 高 水 平 。 低 水 
平 比 较 组 建立 在 原始 的 扫描 胶 文 件 上 ,而 高 水 平 的 比较 组 则 产生 于 低 水 平 比 较 组 的 标准 
胶 上 。 

点 的 编辑 最 好 在 Matchset 建立 之 后 ,这 样 可 以 同时 编辑 多 块 胶 ,也 便于 看 到 各 块 成 
员 胶 上 的 情况 。 

各 块 胶 之 间 比 较 , 首 先 要 确定 几 个 坐标 (Landmark), Landmark 的 选择 标准 如 下 :@ 
所 有 胶 上 都 有 ;@ 分 离 得 好 ,分 辩 率 高 ;@ 靠 近 图 像 的 四 和 角 ;@ 独 立 的 没有 其 他 点 与 其 重 
又 ;@ 位 于 或 靠近 点 密集 的 地 方 。 胶 的 各 个 部 分 应 至 少 选 择 5 个 点 做 为 Landmark, 一 般 
应 标记 约 10% 的 点 做 为 Landmark。 

Landmark 建立 之 后 ,软件 会 自动 匹配 所 有 其 他 点 。 用 Show Symbols 可 以 看 到 匹配 
的 结果 ,绿色 表示 匹配 的 点 ,红色 表示 该 点 只 在 该 块 胶 上 有 ,而 其 他 胶 上 没有 。Show Off- 
sets 可 以 看 到 点 匹配 的 情况 ,如果 出 现 以 下 结果 则 表示 匹配 可 能 有 问题 :OOffset 有 交叉 ; 
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@ 某 一 区 域 Offset Line 不 平行 ;@oOffset Line 长 短 不 均 ;@ 某 块 区 域 上 共有 极 少 的 Offset， 
暗示 这 个 部 分 尚未 匹配 。 

Erratic Spots 用 于 显示 在 各 个 成 员 胶 上 有 量 的 不 同 的 点 , 量 的 差别 可 以 自由 设 定 显 
示 。 如 输入 3, 则 成 员 胶 上 有 3 倍 量 的 差别 的 点 ,将 会 出 现在 标准 胶 上 ,以 黄色 显示 。 

Manual Match 用 于 在 自动 匹配 情况 下 未 匹配 的 点 ,用 手工 方式 匹配 这 些 点 。 匹 配 完 
成 后 ,一些 只 在 成 员 胶 上 有 而 标准 胶 上 没有 的 点 需要 加 到 标准 胶 上 。Add Spot To Stan- 
dard 会 完成 这 一 任务 。 一 般 情 况 下 ,从 成 员 胶 上 加 到 标准 胶 上 的 点 不 会 很 多 。Colony 
Match 是 针对 同一 批 样品 而 言 , 比 较 只 需要 定义 两 个 Landmark, 就 可 以 快速 比较 两 块 
胶 。 


(五 ) 比较 组 的 数据 分 析 
Analysis 的 菜单 见 图 15.9。 





图 15.9 Analysis 的 菜单 


一 般 在 建立 和 编辑 好 比较 组 之 后 ,需要 分 析 各 个 成 员 胶 上 有 蛋白 质点 差异 表达 的 情况 。 

Spot Review Tool 可 以 看 到 各 个 点 的 定量 柱 型 图 ,并 且 方 便 地 观察 所 有 点 在 各 块 胶 上 
的 定量 变化 。 

Image Stack Tool 将 多 幅 图 像 进 行 堆栈 ,然后 逐 幅 观察 ,可 方便 地 观察 多 幅 图 像 上 某 
一 斑点 的 有 或 无 的 表达 情况 。 

Scatter Plot Tool 可 分 析 比 较 成 员 胶 间 所 有 点 的 相关 系数 。 

- 成员 胶 之 间 的 非 差 异 表达 的 量 的 变化 可 以 通过 Normalize 来 平衡 。 非 差异 表达 的 点 
的 量 的 变化 ,可 能 由 以 下 因素 造成 : 

名 样品 制备 中 所 用 的 细胞 数目 不 同 ;@ 不 同 试剂 和 实验 方法 而 导致 样品 制备 的 效率 
不 同 ;@ 制 备 中 的 操作 误差 导致 样品 丢失 ;四 样品 制备 过 程 中 移 液 枪 的 误差 ;@ 上 样 时 样 
品 丢失 ;(@ 两 块 胶 的 染色 时 间 不 同 ;@ 放 射 性 标记 的 效率 不 同 ;@@ 不 同 效 光 试 剂 的 激发 / 释 
放 效 率 不 同 ;@ 图 像 扫 描 时 的 检测 能 量 不 同 ;@ 图 像 扫描 时 胶 的 暴露 时 间 不 同 。 

Normalize 的 选项 如 图 15.10 所 示 。 
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15.10 ”Normalize 的 选项 


Normalize 方法 取决 于 实验 要 求 和 实验 方法 ,如 仅仅 想 鉴 定 一些 胶 上 持家 蛋白 质 
(housekeeping piotein) , 则 应 对 Total Spots In Analysis Set 进行 Normalize, 如 果 已 知 了 某 
些 蛋 白质 点 的 量 的 变化 , 则 选择 Specified Value, 输 入 已 知 的 变化 因素 。 

Normalize 的 公式 :Normalized Spot Quantity= (Ravw Spot Quantity * Scaling Factor x 
Pippeting Compensation Factor) [Normalize Factor。 

Raw Spot Quantity 是 未 校准 的 点 的 量 ; Scaling Factor 是 选择 的 中 间 值 ,一 般 是 105; 
Normalize factor 是 由 Normalize 的 方法 决定 的 。 

Normalize 的 方法 如 下 所 述 。 

中 对 一 套 分 析 组 中 总 的 点 。 如 持家 蛋白 质 , 即 所 有 Matchset 成 员 都 有 的 点 , 但 这 首 
先 要 求 从 Standard 上 做 一 个 Arbitrary Analysis Set, 其 中 包含 了 持家 蛋白 质 ,选择 多 个 持 
家 有 蛋白质 的 好 处 是 极 个 别 的 点 被 平均 掉 了 。 

@ 对 Total Of All Valid Spots。All Valid Spots 是 指 所 有 标准 胶 上 的 点 。 在 这 个 方法 
中 ,成 员 胶 上 每 个 点 的 原始 定量 值 除 以 该 块 胶 上 所 有 被 包含 在 标准 胶 上 的 点 的 定量 值 。 
这 个 方法 假设 实验 中 只 有 极 少 点 的 变化 ,而 且 这 些 点 在 胶 上 是 平均 分 布 的 。 在 不 知道 样 
品 变化 的 原因 时 ,这 种 方法 是 有 用 的 。 

@ 对 Total Density In Gel Image。 这 个 方法 假设 胶 与 胶 之 间 的 总 密度 (点 的 密度 加 上 
背景 密度 ) 不 变 。 在 不 知道 样品 变化 的 原因 时 ,这 种 方法 是 有 用 的 。 

由 对 特定 值 。 如 果 已 知 样品 的 变化 ,如 实验 中 的 上 样 量 和 总 细胞 数 ,以 及 图 像 检测 时 
的 时 间 长 度 , 可 以 针对 特定 值 来 设 定 。 

@ 对 Counts Loaded From Gel Record。Counts Loaded Into Gel 是 在 做 校准 时 在 Gel 
Record 里 设 定 的 值 。 这 种 方法 只 有 在 Matchset 胶 里 做 了 校准 时 才 是 可 行 的 。Counts 
Loaded Into Gels 列 在 Normalization Dialog 表 的 末尾 。 这 种 方法 假设 实验 中 只 有 极 少 的 
点 的 变化 ,而 且 这 些 点 在 胶 上 是 平均 分 布 的 。 如 果 已 知 样品 量 的 变化 ,正如 在 扫描 时 设 定 
的 ,这 种 方法 是 有 用 的 。 这 种 方法 选择 Pippetting Error Compensation ,可 以 补偿 所 有 上 比较 
组 成 员 间 的 加 样 误差 。 当 这 个 窗口 被 选中 后 ,软件 会 试图 纠正 微小 的 系统 误差 ,如 扫描 计 
数 、 加 样 等 的 误差 。 校 准 是 假设 这 些 误 差 对 所 有 蛋白质 的 影响 是 均等 的 ,同时 假设 实验 中 
如 果 有 影响 时 只 有 极 少数 蛋白 质 会 发 生变 化 ,而 且 它 并 不 改变 从 一 个 样品 到 下 个 样品 间 
的 随机 分 布 。 当 此 窗口 选中 时 ,一 个 对 话 框 会 显示 每 个 比较 组 成 员 的 计算 的 误差 值 。 这 
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些 值 会 出 现在 Normalize Dialog 表 的 尾 端 。Pippetting Error Compensation 能 纠正 由 于 上 
样 量 的 不 同 而 引起 的 系统 误差 ,但 它 存 在 两 个 假设 前 提 :GDlog 点 是 正常 分 布 的 ;GO 点 的 变 
化 是 随机 的 ,如 果 细 胞 在 加 药 状 态 下 ,那么 它 的 合成 不 是 随机 的 。 补 偿 因子 (compensation 
factor) 用 于 计算 平均 比率 ,如 果 假 设 的 第 二 点 成 立 的 话 ,此 值 应 为 1。 

同一 实验 条 件 下 一 批 胶 中 由 于 染色 等 效果 的 不 同 会 造成 部 分 点 定量 不 准 。Repli- 
cate Group 会 平均 这 些 实验 中 的 误差 。Replicate Group Quantitation 会 显示 平均 点 的 定量 
信息 、 变 异 系数 和 Replicate Group 中 的 胶 的 数目 。 

双向 凝 胶 电 泳 可 以 用 商品 化 的 2D standard 做 为 内 标 ,用 来 计算 其 他 胶 上 和 蛋白 质 的 等 
电 点 和 相对 分 子 质量 。 用 pI Standard 工具 可 输入 一 些 标准 蛋白 质 的 相对 分 子 质量 和 等 
电 点 。 然 后 软件 会 自动 标 出 其 他 点 的 相对 分 子 质量 和 等 电 点 。 但 相对 分 子 质量 和 等 电 点 
超过 标准 蛋白 质 范 围 的 点 ,其 相对 分 子 质量 和 等 电 点 将 无 法 显示 。 


4A) 点 的 计数 和 解释 


点 的 计数 和 显示 在 Analysis 菜单 下 的 Spot Numbers 里 。 每 个 匹配 的 点 都 将 分 配 一 
个 标准 点 数 SSP (standard spot number)。 除 了 SSP 之 外 ,还 有 一 个 计数 系统 DSN 
(database spot number) ,DSN 系统 的 好 处 是 它 根 据 相 对 分 子 质量 .等 电 点 画 出 的 格子 暗示 
了 每 个 点 的 定位 。 
1 SSP 

SSP 会 在 比较 组 建立 之 后 自动 分 配 ,SSP 由 4 位 数组 成 ,前 两 位 数 代表 该 点 所 在 部 分 
的 XY 轴 ,后 两 位 数 代表 它 在 方 框 里 的 计数 。 每 个 方 框 里 的 数目 不 超过 100 个 。 如 果 超 
过 100, 那 么 软件 会 从 其 他 方 框 里 调用 数目 。 
(2) DSN 

DSN 在 输入 内 标的 等 电 点 和 相对 分 子 质量 之 后 ,从 Database 荣 单 下 Spot Number 中 
的 Assign DSN Grid, 可 绘 出 其 他 点 的 DSN 数目 。DSN 也 由 4 位 数组 成 :ABnn,A 代表 相 
对 分 子 质 量 ,B 代表 等 电 点 ,nn 是 方 框 里 的 数目 。 


第 四 节 双向 凝 胶 电 泳 软 件 的 实际 应 用 
一 、 双 向 凝 胶 电 瀛 的 重复 性 和 定量 定性 差异 分 析 


比较 组 成 员 间 的 蛋白 质 差异 表达 分 析 和 双 辕 凝 胶 电 泳 的 重复 性 分 析 , 需要 结合 
PDQuest 和 Office 软件 包 里 的 Excel 来 进行 统计 学 分 析 。 


《一 ) 双向 上 胶 电泳 的 重复 性 分 析 


双向 凝 胶 电 泳 的 重复 性 关系 到 不 同 实验 室 间 数据 交换 和 利用 ,也 直接 影响 蛋白 质 组 
研究 的 价值 和 应 用 。 分 析 的 过 程 如 下 :不 同 批 次 的 胶 建立 好 比较 组 之 后 ,在 File 菜单 下 的 
Export 里 输出 比较 组 里 所 有 匹配 点 的 信息 (X\Y 轴 坐 标 ,点 的 定量 )。 一 般 是 随机 挑选 
10% 左 右 的 点 ,在 Excel 里 算出 这 些 点 的 XY 轴 坐 标的 标准 差 ,作为 双向 凝 胶 电 泳 的 位 
置 重复 性 指标 。 定 量 的 重复 性 用 这 些 点 的 定量 变异 系数 作为 指标 。 
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(全 汪 关 家 二 大 7N 体 
差异 表达 可 用 Creat Analysis Sets 分 析 ,Creat Analysis Sets 菜单 如 图 15$.11 所 示 。 





Duanlilalive 
Doaltlalivue 


太 工 DLLrary? 
了 Boolean 
Statlislic 


1$.12 ”选择 类 型 


其 中 Quantitative 用 于 定量 (多 / 少 ) 差 异 表 达 分 析 , 差异 表达 的 倍数 可 自由 设 定 。 
Qualitative 用 于 定性 (有 /无 ) 差 异 表达 分 析 。Arbitrary 可 用 于 自由 显示 某 些 点 ,如 某 块 胶 
特有 的 点 ` 匹 配 的 点 和 自己 设 定 的 点 。Boolean 用 于 分 析 多 重 Set 里 点 的 或 ,与 等 分 析 。 
Statistic 是 对 Replicate Group 里 的 点 做 统计 学 分 析 , 分 析 有 4 种 Student T-Test(P< 
0.05) Log scaled Student's T_Test\Mann-Whitney Test。 常 用 的 差异 表达 分 析 选 用 Stu- 
dent 工 -Test。 

我 们 对 正常 肝 细 胞 系 L02 和 肝癌 细胞 系 BEL7404 进行 了 双向 凝 胶 电 泳 图 谱 的 重复 
性 分 析 55] ,结果 见 表 15.2。 


表 15.2 双向 凝 胶 电 泳 图 谱 的 重复 性 分 析 


有 数 位 置 重复 性 定量 重复 性 
等 电 聚 焦 方向 SDS-_PAGE 方向 BEL-7404 L-02 
标准 差 (mm) ，mean 0.73 土 0.38 0.44 土 0.23 
标准 差 (mm) ，range 0.09 一 1.74 0.08 一 1.24 
变异 系数 (% ) ，mean 19.2 土 10.9 17.6 土 9.8 
变异 系数 ( % ) ，range 3.7 一 59.9 1.9 一 58.8 


“300，， 





定量 差异 表达 分 析 , 在 BEL7404 细胞 系 里 高 表达 的 蛋白 质点 如 表 15.3 所 示 。 


蛋白 质 索引 


154 


750 
770 


784 


表 15.3 在 BEL7404 细胞 系 里 高 表达 的 蛋白 质点 的 定量 差异 表达 分 析 


等 电 点 ” 


和 .97 


汪汪 
质量 "/kDa 


相对 体积 */% 

BEL-7404 L-02 
0.051 土 0.003 0.017 土 0.004 
0.125 土 0.022 0.066 土 0.019 
0.030 土 0.005 0.016 土 0.003 
0.064 寺 0.012 0.034 土 0.002 
0.025 土 0.004 0.013 土 0.005 
0.395 土 0.041 0.307 土 0.020 
0.127 土 0.011 0.105 土 0.005 
0.189 寺 0.015 0.107 土 0.010 
0.068 土 0.006 0.632 土 0.005 
0.071 土 0.014 0.038 土 0.009 
0.082 土 0.007 0.035 土 0.014 
0.017 土 0.007 0.003 土 0.002 
0.085 土 0.012 0.038 土 0.002 
0.051 土 0.004 0.020 土 0.008 
0.064 土 0.021 0.007 土 0.004 
0.034 土 0.014 0.005 土 0.002 
0.257 二 21 0.203 土 0.018 
0.259 土 0.008 0.020 土 0.015 
0.069 土 0.018 0.020 土 0.009 
0.052 土 0.010 0.021 土 0.008 
0.304 土 0.065 0.074 土 0.040 
0.164 土 0.019 0.123 土 0.004 
0.401 土 0.135 0.126 土 0.009 
0.049 土 0.010 0.015 土 0.003 
0.219+0.014 0.096 土 0.014 
0.028 土 0.007 0.009 土 0.005 
0.126 土 0.007 0.045 土 0.008 


也 值 


0.0000 
0.0067 
0.0042 
0.0030 
0.0081 
0.0085 
0.0091 
0.0001 
0.0001 
0.0061 
0.0010 
0.0097 
0.0002 
0.0003 
0.0019 
0.0057 
0.0076 
0.0000 
0.0033 
0.0025 
0.0010 
0.0066 
0.0066 
0.0006 
0.0000 
0.0059 


0.0000 





”和 


续 表 


不 。 


蛋白 质 索 引 等 电 点 。 全 二 高 时 尿 晤 计生 的 训 到 下 己 值 
质量 "/kDa BEL-7404 L-02 
1098 一 一 0.100+0.007， ”0.057 土 0.018 0.0038 
1184 6.92 35.0 0.018 土 0.005 0.006 土 0.004 0.0072 
1189 一 一 0.131+0.030 0.011 土 0.006 0.0002 
1256 一 一- 0.073 土 0.006 0.051 土 0.006 0.0022 
1287 一 - 一 0.041 土 0.009 0.015 土 0.007 0.0037 
1298 一 一 0.054 土 0.012 0.016 土 0.001 0.0008 
1303 5.91 31.6 0.156 士 0.024 0.070 土 0.009 0.0005 
1325 一 一 0.109 土 0.016 0.067 寺 0.011 0.0049 
1347 5.38 31.0 0.044 土 0.009 0.013 土 0.008 0.0022 
1390 5.11 30.1 0.131 寺 0.019 0.063 士 0.017 0.0017 
1397 5.32 29.9 0.180 寺 0.037 0.100+0.016 0.0074 
1410 一 - 一 0.141 士 0.010 0.050 土 0.016 0.0001 
1425 一 一 0.110 土 0.012 0.074 土 0.014 0.0073 
1446 6.64 27.2 0.041 二 0.009 0.019 寺 0.007 0.0091 
1480 5.32 27.1 0.481 土 0.058 0.025 土 0.013 0.0000 
1521 6.74 25.0 0.099 土 0.008 0.057 土 0.010 0.0006 
1540 5.23 24.7 0.127 土 0.020 0.075 土 0.003 0.0025 
1554 5.38 23.6 0.017 土 0.002 0.009 土 0.002 0.0029 
1566 一 一 0.062 土 0.010 0.026 土 0.007 0.0009 
1568 5.42 22 记 0.100 土 0.009 0.049 土 0.008 0.0001 
1589 一 一 0.119 土 0.022 0.041 土 0.007 0.0006 
1606 一 一 0.094 土 0.023 0.045 土 0.008 0.0074 
1635 一 一 0.233 土 0.026 0.123 土 0.020 0.0005 
1665 一 一 0.223 土 0.014 0.156 土 0.027 0.0044 
1732 一 -- 0.466 士 0.091 0.085 土 0.069 0.0005 


a. 人 参考 胶 中 的 索引 ;b. 


“一 "表示 没有 对 分 子 质 量 和 等 电 点 校准 ic. 每 个 点 的 体积 以 其 占 胶 上 所 有 点 的 体积 比 表 


在 L02 细胞 系 里 高 表达 的 蛋白 质点 如 表 1$.4 所 示 。 


2 


表 15.4 在 102 细胞 系 里 高 表达 的 蛋白 质点 的 定量 差异 表达 分 析 


蛋白 质 索 引 ， 等 电 点 ” 征 区 已 值 
质量 MkDa BEL-7404 LO02 
648 一 一 0.173 土 0.055 0.320 土 0.037 0.0043 
837 一 一 0.169+0.031 0.247 土 0.022 0.0065 
866 6.34 49.2 0.129+0.030 0.240 土 0.022 0.0010 
892 5.3 和 7 呆 0.078 土 0.080 0.252 土 0.044 0.0089 
894 5.36 77 0.010 土 0.008 0.033 土 0.004 0.0017 
938 5.63 48.5 0.067 土 0.006 0.118+0.022 0.0043 
976 有 到 47.5 0.012 士 0.005 0.172+0.017 0.0000 
1019 5.26 43.9 0.064 土 0.007 0.090 士 0.005 0.0010 
1025 一 一 0.018 土 0.015 0.097 土 0.039 0.0094 
1032 5.85 45.2 0.097 土 0.023 0.148+0.014 0.0092 
1071 5.38 42。2 0.036 土 0.003 0.078 二 0.010 0.0002 
1072 6.35 37 汤 0.207 寺 0.073 0.613 土 0.103 0.0007 
1090 一 一 0.091+0.019 0.244+0.061 0.0031 
1107 5.38 41.1 0.220+0.011 0.290+0.017 0.0005 
1122 6.34 36.5 0.033 士 0.007 0.107+0.019 0.0003 
1237 一 一 0.090+0.007 0.126 寺 0.002 0.0001 
1314 一 一 0.045 寺 0.008 0.086 土 0.020 0.0090 
1317 5.64 3 0.100+0.026 0.223 土 0.020 0.0003 
1365 5.47 30.7 0.080+0.010 0.167 土 0.022 0.0004 
1406 5.98 29.5 0.171+0.021 0.259 上 0.026 0.0018 
1505 5.29 2 机。 0.243 土 0.050 0.361+0.021 0.0049 
1529 一 一 0.050 土 0.009 0.107 土 0.005 0.0000 
1647 一 一 0.036 士 0.002 0.052 土 0.007 0.0052 
1688 一 一 0.037 二 0.011 0.080+0.010 0.0012 
1700 一 一 0.065 二 0.013 0.117+0.021 0.0056 
1705 一 一 0.855+0.118 1.600 士 0.178 0.0004 





a. 参 考 胶 中 的 索引 ;b… 一 "表示 没有 对 分 子 质量 和 等 电 点 校准 ;c. 每 个 点 的 体积 以 其 占 胶 上 所 有 点 的 体积 比 表 
示 。 


关于 定性 差异 表达 分 析 , 只 在 BEL7404 或 L02 细胞 系 里 表达 的 蛋白 质点 如 表 15.5 
所 示 。 


Se 


表 15.$ 在 BEL7404 或 1L02 细胞 系 里 表达 的 蛋白 质点 的 定性 差异 表达 分 析 





BEL-7404 L02 
分 子 质量 ” ”相对 体积 : 7 分 子 质 量 相对 体积 * 
蛋白 质 索 引 * 等 电 点 请 蛋白 质 索 引 * 等 电 点 " as en 
2530 8 下 35450 0.025 士 0.010 230 二 二 0.015 土 0.005 
23542 6] 志 2 49.1 0.008 土 0.003 512 5.96 61.2 0.:172 土 0.037 
25351 0.09 47.0 0.046 土 0.014 514 5.87 6 当 0.014 土 0.006 
2533 SS 46.3 0.016 土 0.010 904 6 过 49.8 0.010 土 0.006 
2370 5.40 37 汉 0.018 土 0.005 90 3 47.3 0.068 土 0.027 
2 人 汰 8 36.0 0.005 土 0.001 1050 = 和 0.169 土 0.058 
2584 95 有 28.7 0.005 志 0.006 1055 二 过 0.285 土 0.050 
1120 3 42.1 0.057 土 0.014 
1328 6.59 30.9 0.008 土 0.008 
1359 这 一 0.041 土 0.015 
1543 = 群生 0.004 土 0.002 
1657 这 5 0.177 土 0.027 
1673 二 0.145 土 0.044 
1685 一 = 0.767 土 0.214 


a. 参 考 胶 中 的 索引 ;b… 一 "表示 没有 对 分 子 质量 和 等 电 点 校准 ;c. 每 个 点 的 体积 以 其 占 胶 上 所 有 点 的 体积 比 表 


不 。 


以 IPG 胶 代替 传统 的 基于 两 性 电解 质 的 等 电 聚 焦 , 较 大 程度 提高 了 双向 凝 胶 电泳 的 
重复 性 。Corbett 等 器 采用 pH4 一 8,18cm 长 的 IPG 胶 ,12%T 的 SDS 均一 浓度 胶 双向 凝 
胶 电 泳 ,同一 实验 室内 IEF 方向 平均 位 置 偏差 的 最 好 结果 是 0.62mm，SDS-PAGE 方向 
为 0.44mm; 实 验 室 间 IEF 方向 偏 盖 为 1 一 1.Smm,SDS-PAGE 方 向 为 1 一 2.6mm, 量 的 变 
异 未 做 比较 。Blomberg 等 [5 也 做 过 IPG-DALT 双向 凝 胶 电泳 实验 室 间 的 重复 性 ,他 们 采 
用 线性 pH4~7,13%T,18.5cm 高 的 SDS 均一 胶 , 一 块 胶 中 分 辩 蛋 白质 斑点 数 最 多 的 达 1 
561 点 ,最 少 的 只 有 1 054 点 。 同 一 实验 室内 IEF 方向 位 置 偏差 的 最 好 结果 为 0.68% ， 
SDS-PAGE 方向 为 0.50% , 量 的 变异 为 19.9% ;实验 室 间 IEF 方向 偏差 为 2.8mm, SDS- 
PAGE 方向 为 1.8mm, 量 的 变异 为 34.5% 。 我 们 的 实验 结果 表明 [91 ,IEF 方向 位 置 偏差 
为 0.73mm，SDS-PAGE 方向 为 0.44mm,， 量 的 变异 为 17.6% 一 19.2% 。 可 见 双向 凝 胶 
电泳 中 蛋白 质 斑 点 位 置 的 重复 性 较 好 ,但 量 的 重复 性 不 尽 如 意 , 尤 其 是 实验 室 间 量 的 比 
较 。 


一 、 双 回 凝 胶 电 瀛 天 量 图 


蛋 日 质 组 研究 的 一 个 重要 内 容 是 蛋白 质 各 种 翻译 后 修饰 的 研究 。 运 用 图 像 分 析 软 

件 ,在 双向 凝 胶 电泳 数据 库 的 参考 图 上 ,蛋白质 位 置 如 果 与 该 蛋白 质 的 理论 预测 位 置 不 

同 ,在 这 两 个 位 置 之 间 连 一 直线 , 即 为 该 蛋白 质 的 “矢量 " ,这 样 的 图 谱 称 双 向 凝 胶 电泳 矢 
. 304 ， 








ae 


量 图 (“Vector maps"of the 2-D gels)00。 在 矢量 图 上 ;有 的 蛋白 质 具有 一 个 矢量 ,有 的 具 
两 个 或 多 个 矢量 ,表明 可 能 存在 多 种 翻译 后 修饰 。 如 果 对 不 同 翻译 后 修饰 与 蛋白 质 双向 
凝 胶 电泳 迁移 位 置 效应 关系 进行 大 量 研究 ,可 能 建立 一 个 矢量 库 , 从 而 有 助 于 蛋白 质 翻 译 
后 修饰 种 类 和 程度 等 预测 ,为 实验 研究 提供 信息 。 


第 五 节 ” 双 向 凝 胶 电 泳 数据 库 和 网 上 比 罗 
一 、 双 向 凝 胶 电泳 网 络 数据 库 痪 源 


蛋白 质 组 的 研究 目前 还 正 处 于 展开 阶段 ,双向 凝 胶 电泳 作为 目前 研究 细胞 总 蛋白 质 
最 简单 、 最 有 效 的 手段 ,纷纷 被 采用 ,其 数据 库 亦 纷纷 建立 。 最 著名 的 SWISS-2DPAGE 
已 更 新 到 第 6 版 ,内 容 包括 59 条 记录 ,人 的 23 张 参考 图 (脑脊液 ,结肠 上 皮 细 胞 ,结肠 腺 
癌 细 胞 系 DL =- 1, 红 和 白血病 细胞 系 ,HepG2 ,HepG2 分 泌 和 蛋白 , 肝 , 肾 ,淋巴 瘤 ,大 鸣 菌 体 样 
细胞 系 U937 ,血浆 ,血小板 , 早 幼 粒 白血病 细胞 HL60 和 红细胞 ) , 鼠 的 样品 ( 附 墨 脂肪 垫 ， 
腓 肠 肌 肉 , 肝 ,胰岛 细胞 ) ,大 肠 杆 菌 (3 个 pH 范围 3.5 一 10,4 一 5$,4.5 一 5.5) ,酿酒 酵母 和 
网 柄 菌 属 的 discoideum。 在 这 些 图 上 一 共 鉴 定 了 2 761 个 蛋白 质点 ,用 族 胶 匹配 的 占 
52.3% ,免疫 印迹 的 占 24.7% ,微量 测序 法 的 占 17.9% , 氢 基 酸 组 成 分 析 的 占 6.5% , 共 
迁移 的 占 3.2% ,质谱 占 12.9% 。 因 为 许多 蛋白 质点 采用 多 种 方法 鉴定 ,所 以 累加 的 百 分 
数 要 超过 100。SWISS-2DPAGE 数据 库 可 通过 关键 词 (蛋白 质 名 称 , 副 本 ,作者 ,全 文 ) 或 
图 像 点 击 的 方法 来 查询 。 我 们 也 可 将 任何 SWISS-2DPAGE 数据 库 上 查 出 的 蛋白 质 序 列 
或 使 用 者 输入 的 序列 来 将 它 定位 到 任何 一 张 SWISS.2DPAGE 的 参考 图 上 。 

除 SWISS2DPAGE 外 其 他 的 2-DE 数据 库 见 表 15.6 一 表 15.12。 


表 15.6 多 物种 的 2-DE 数据 库 
数据 库 研究 对 象 


SIENA-2DPAGE(2D-PAGE database at Department 


人 乳房 导管 交 
of Molecular Biology，Umniversity of Siena，Italy) 


衣原体 Tyrachomatis , 克 氏 病 线虫 C. ele 
http: /Awww.biomol. unisi. it/2d/2d.html ES 


2-DE database at Max Planck Institute for Infection 人 Jurkat 工 细 胞 
Biology，Berlin，Germany 分 枝 杆 菌 Bovis、Tuberculotis, 幽门 螺杆 菌 瓦 er- 
http: /MAwww. mpiib-berlin. mpg. de/ cobacter byiori , 玻 螺旋 体 属 Garizz 
Argonne protein mapping group server 人 乳房 上 皮 细 胞 , 鼠 肝 细胞 
http: /MAwww.anl. gov/BIOZPMGY 火球 菌 属 Furiosaes 





Research Institute for Biological Science，Science Uni- 


小 鼠 :小 脑 ,皮层 , 海马 , 回 纹 
拟 南 芥 的 愈合 组 织 , 叶 ,种 , 蔡 
水 稻 叶 愈合 组 织 , 叶 , 葵 , 胚 ,种 子 


versity. Tokyo 
http: /Awww.rs. noda. sut. ac. jp/ 一 kamom/2de/2d. 

html 
Large Scale Biology Corp 人 ,小 鼠 , 大 鼠 肝 
http: /www-.lsbc. comy 玉米 ,小 麦 
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表 15.7 哺乳 动物 的 2-DE 数据 库 


数据 库 研究 对 象 

Human and mouse 2-D PAGE databases - Danish Centre for Hu- 人 角质 化 细胞 ,转变 的 癌 细 胞 ,膀胱 多 
man Genome Research 磷 细 胞 癌 , 尿 ,纤维 原 细胞 

http: //biobase. dk/cgi-binycelis 小 鼠 肾 细胞 

RAT HEART-2DPAGE (German Heatt Institute Berlin) 大 鼠 心脏 细胞 

http: /Mgelmatching.inf. fu-berlin. de/ 一 pleiss/ 

HSC-2DPAGE(Heart Science Centre，HarefieldHospital) 人 心脏 (心房 心室 ) ,内 皮 细 胞 

http: /MAwww. harefield. nthames. nhs. uknhli/protein/ 鼠 狗 心脏 (心室 ) 

HEART-2DPAGE (German Heart Institute Berjin ) 人 (心房 心室 ) 

http: /MAwww. chemie. fu-berlin. deberlin. de/user/pleiss/ 

HP.2DPAGE (Heart 2-DE Database，MDC,，Berlin) 人 (心室 ) 

http:/Awww.mdc-berlin. de/ 一 emu/hearty 

PDD Protein Disease Database (NIMH - NCI) 人 血浆 ,脑脊液 , 尿 

http: YAwww-lecb. ncifcrf. gov/PDDYV 

PPDB - PhosphoProtein DataBase . 鼠 淋巴 细胞 

http: /www-lecb. ncifcrf. gov/phosphoDB/ 

Washi University I Ear Protein Database 人 交代 区 全 

as on University Inner rotein Data 
和 So Re 豚鼠 内 淋巴 (内 耳膜 状 迷路 内 的 淋巴 
ttp: /Moto. wustl. edu/thc/innerear2d. 
和 液 ) ,皮质 、 耳 石 顶 盖 膜 器 官 

PMMA - 2DPAGE at Purkyne Military Medical Academy，Czech 人 结肠 癌 

http: /www. pmma. pmfhk. CZA 

Rat Serum Protein Study Group at Istituto di Scienze Farmaco- 大 鼠 血 清 ( 对 照 SpragueDawley (CD) 
logiche，Milano，Italy 鼠 ,松节油 鼠 ) 

http: /Musers. unimi.it/ 一 ratserum/homeframed. html 

Rat Se Protein Database at Aebersold Protein Laboratory， 

人 这 大 鼠 血清 (正常 急性 相 ) 

University of Washington ，Seattle 

http: /weber. u. washington. edu/ 一 ruedilab/infovratserumyrat- 人 
serum. html 

BALF 2D Database at Department of Biological Chemistry，Umni- 人 的 支气管 肺泡 灌 洗 液 
versity of Mons-Hainaut，Belgium 鼠 的 支气管 肺泡 灌 洗 液 

http: /www. umh. ac.be/ 一 biochim/BALF2D. html 

Mito-pick (2-DE gel of mitochondiia at CEA，France) 人 线粒体 

http: /AMAwww. dsv. cea. fr/themaZMitoPick/Mito2D. html 

1 人 血浆 , 肝 

Molecular An atomy Laboratory at Indiana University，Columbus 鼠 血 浆 

http: /Aupucbiol .iupui. edu/frankwymolan. htm 大 鼠 肝 , 肾 ( 皮 层 , 获 ) 脑 , 面 丈 , 康 丸 

Human Colon Carcinoma Protein Database at JPSL，Ludwig Insti- 人 胎盘 ,结肠 细胞 系 


tute for Cancer Research，Melbourne，Australia 
http: /MAwww.ludwig.edu. auMipslMpslhome. html 


Cambridge 2D PAGE 鼠 神经 元 
http: /Msunspot. bioc. cam. ac. uk/NEURON. html 
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表 15.8 果 蝇 的 2-DE 数据 库 


Drosophila melanogaster，Drosophila melanogaster at the Karolins- 


ka Institute 


http: /Mtry. cmb. ki. se/ 


表 15$.9 酵母 的 2-DE 数据 库 


YPD Yeast Protein Database (registration is required ) at Pro- 


teome，JInc. 


YPM - Yeast Protein Map at Institut de Biochimie et Genetique 
Cellulaires，Bordeaux，France 


LBYPM- 2D Map of The Kronenbourg Breweries Yeast Proteins 
at TEPRAL Laboratory，Strasbourg，France 


http: /www. comyV/databases/ 


YPD/ 


proteome. 


http: /www.ibgc. u-bordeaux2 .fr/YPM 


http: /www. sdv. fr/tepral/Pagel .htm 


表 15$.10 植物 的 2-DE 数据 库 


Maize Genome Database at INRA，Gif-sur-Yvette，France 
2-D gels for maritime pine at INRA，Bordeaux，France 


Plant Plasma Membrane Database (PPMdb) at Gent University， 
Belgium 


http: /moulon. moulon. inra. fr[imgd/ 
http: /MAwww. pierroton. inra. fr/geneticsM2DYV 


http: /MsSphinx. rug.ac.be:80807 


表 1s$.11- 细菌 和 病毒 的 2-DE 数据 库 


PHCI-2DPAGE - Parasite host cell interaction 2D-PAGE 
database，at Department of Medical Microbioloy and Immunology， 
University of Aarhus，Denmark 


Sub2D - 2D PROTEIN INDEX of Bacillus subtilis，at Department 
of BioSciences，Umivearsity of Greifswald，Germany 


Cyano2Dbase - Synechocystis sp. PCC6803 ，at the Kazuka DNA 
Research Institute，Japan 


2-D PAGE Aberdeen (Haemophilus influenzae and Neisseria 
meningitidis) ，at Department of Medical Microbiology，Umniversity of 
Aberdeen ，Scotland 


SSI-2DPAGE - Mycobacterium tuberculosis，at Department of 
Tuberculosis Immunology，Stateris Serum Institute，Denmark 


ECOO2DBASE- NCBI repository 


http: /www. gram.au. dk/ 


http: /MAmicrobio2 .biologie. uni-greifswald. de: 
8880/sub2d/pub/Sub2d. ask 


http: /MAwww. kaztisa. or.jp/cyano/cyano2DV 


http: /MAwww. abdn. ac uk/ 一 mmb023/ 


2dhome. htm 


http: /Awww. ssi. dk/en/forskning/tbimmuny 
tbhjemme. html 


http: /Apesf. brcf. med. umich. eduyeco2dbase/ 
(new ) ftp: /cbi. nlm. nih. govyrepository/ 
ECO2DBASE/ ECO2DBASE (old) 





”了 ” 


表 15.12 细胞 系 的 2-DE 数据 库 
TMIG-2DPAGE - Age-related Proteome Database at Tokyo “http:/A[proteome. tmig.or.jpZ2D/ 
Metropolitan Institute of Gerontology，Japan 
FEmbryonal Stem Cells at University of Edinburgh http: /www.ed. ac.uk/ 一 nhMZDPAGE.html 
UCSF 2D PAGE (A375 cell line) http: /Arafael. ucsf. edu/2DPAGEhome. html 


Human leukemia cell lines Lab. de Biochimie et Tech. des Pro- ”http:/Awww-smbh. univ-paris 13.frZlbtp7/ 
teines，Bobigny biochemistry/biochimie/bque. htm 


双向 凝 胶 电 瀛 数据 库 的 构建 


双向 凝 胶 电 泳 数据 库 可 用 Make2ddb 来 建立 ,该 软件 包 在 Solaris 和 Irix 操作 系统 中 
运行 ,可 在 http:/Awww. expasy. chMch2dMmake2ddb. html 上 下 载 到 。 它 要 求 至 少 一 个 2- 
DE 参考 图 (Melanie 解释 的 图 或 TIFF 图 ) 和 普通 文本 描述 (绘图 过 程 ,作者 ,日 期 等 )， 
Make2ddb 也 允许 管理 和 出 版 网 上 2-DE 数据 ,并 且 综 合 了 查询 链接 。 

操作 过 程 如 下 所 述 。 

安装 make2ddb ,安装 中 必须 指定 服务 器 的 bin,cgi-bin 和 htdocs 目录 和 存放 有 全 部 
2-D 数据 文件 的 2d 目录 。 

O 做 参考 胶 。 参 考 胶 上 至 少 要 有 一 组 登记 号 码 的 标记 。 

@ 做 文本 文件 。 给 全 出 参考 胶 上 每 一 个 鉴定 蛋白 质 的 记录 一 同 dat, 并 以 SWISS- 
2DPAGE 的 形式 保存 。 

二 给 db. dat 加 上 标题 。 每 条 记录 用 /分 开 ,每 个 文件 加 上 三 行 :DB-NAME Release 
NN;MONTH YEFEAR , 空 行 。 

GO 做 GIF 图 。 用 make2db 的 melch2dtogif 和 mastergif 程序 给 每 一 个 参考 胶 做 五 个 
GIF 图 放 在 db 目录 下 。 

a) melch2dtogif-x-e-11-z0.1 Master NULL > Master. gif :将 Master. giE 放 在 目录 2d/ 
small-gifsXMaster 下 。 

b) mastergif-z1.0-11-e Master;mv Master id. gif Master id _big. gif. 

c) mastergif-z0.6-11-e Master. 

d) Melch2dtogif-e-11-z1.0 Master NULL>Master big. gif. 

e) Melch2dtogif-e-11-z0.6;*Master NULL > Master. gif. 

将 4 个 GIF 图 放 在 2d/gifs/Master 下 ,这 些 文 件 包含 了 参考 图 上 鉴定 和 未 鉴定 的 蛋 
白质 点 ， 

昌 做 existing. map 文件 。 建 立 2d/current _release 的 子 目 录 ， 将 包含 所 有 参考 图 名 称 
的 existing. map 文件 放 在 其 下 。 

@ 修 改 主页 。 将 make2db 提供 的 主页 2d. html 稍 做 修改 以 适合 自己 的 需要 并 放 在 
htdocsX2d 目录 下 。 

@ 给 2d 加 个 化 名 。 编 辑 srm. conf 文件 给 htdocsZ2d 加 个 化 名 :Alias [2d xxx7Z2d7 
.XXX 是 去 htdocs 的 目录 ,这 将 保证 链 结 时 找到 正确 的 地 址 。 

3 网 








人 运行 Make2ddb。 在 2dMeurrent _release 目录 下 为 每 条 记录 建立 独立 的 文件 ,为 关 
键 词 和 作者 查询 建立 索引 ,在 cgi-bin 目录 下 存放 版 本 信息 。 
四 通过 互联 网 测试 双向 电 脉 数据 库 !1。 


二 、 双 回电 脉 凝 胶 的 网 上 比 和 较 


随 着 互联 网 上 双向 电 脉 数据 库 的 增多 ,实验 人 员 越 来 越 容 易 在 网 上 找到 与 自己 样品 
类 似 的 双向 电 脉 数据 库 , 从 而 将 实验 结果 与 之 进行 比较 。 比 较 时 要 用 到 Flicker 程序 ,这 
是 用 Java 语言 编写 的 程序 ,可 在 任何 装 有 IE3.0 或 Netscape2.0.1 以 上 版 本 的 计算 机 上 
运行 。 该 程序 可 在 http: /Amwww-lecb.ncifcrf. govvflickervflicker. zip 上 下 载 到 。 

运行 Flicker 时 终端 使 用 者 和 数据 库 服务 器 的 关系 如 图 15.13 所 示 。 


本 st 
终端 浏览 器 网络 服 务 器 数据 库 1 数据 库 2 数据 库 n 
| 运行 [六 > Flicker 
| Flicker | Java 程 序 整合 的 网 上 2D 数 据 库 
| 上 _> 数据 库 中 
用 户 胶 文件 | 的 2D 图 像 其 他 的 网 上 图 像 数据 库 


终端 计算 机 NCI 网 络 服务 器 
图 15.13 运行 Flicker 时 终端 使 用 者 和 数据 库 服务 器 的 关系 


用 户 登 录 到 NCI Flicker 网 页 http:ZAwww-lecb.ncifcrf. govMflicker 上 ,Flicker 程序 可 
将 终端 用 户 的 双向 电 脉 凝 胶 图 像 与 远程 数据 库 的 图 像 数 据 进 行 实时 比较 ,比较 的 结果 将 
在 第 三 个 窗口 显示 ,使 用 者 也 可 用 鼠标 将 一 个 图 像 拖 到 另 一 个 图 像 上 进行 比较 。 有 三 种 
比较 方式 。 


1. 图 像 闪 烁 比较 (flickering ) 


因为 双向 电 脉 凝 胶 图 像 有 很 多 扭曲 变形 ,而 且 图 像 上 每 个 部 分 的 变形 程度 也 不 相同 ， 
所 以 两 块 胶 不 可 能 一 次 性 匹配 得 非常 好 ,这 就 需要 在 凝 胶 上 不 同 的 部 位 做 一 些 标记 
(landmark) ,然后 进行 多 次 比较 ,被 形象 地 称 之 为 内 烁 比较 (fickering)。 

如 果 一 个 点 及 其 周围 的 区 域 和 另 一 张 图 都 匹配 得 非常 好 ,我 们 可 认为 这 个 点 与 另 一 
张 图 上 已 知 的 点 是 相同 的 ,如果 完 全 鉴定 这 个 点 则 还 需要 序列 分 析 、 氨 基 酸 组 成 分 析 、 质 
谱 、, 单 抗 或 其 他 方法 。 


2. 图 像 增 强 效应 (enhancement) 


为 了 改善 闪烁 比较 的 质量 ,在 比较 前 可 做 一 些 图 形 处 理 , 如 空间 弯曲 一 一 在 不 改变 灰 
度 值 的 情况 下 使 一 张 图 的 某 一 区 域 和 另 一 张 图 的 相应 区 域 在 几何 上 完全 对 应 。 另 外 ,还 
有 一 些 处 理 方法 如 图 像 尖锐 (image sharpening) 技 术 一 一 一 种 边缘 增强 效应 , 即 在 原始 灰 
度 的 图 像 上 增加 陡峭 成 分 或 laplacian 点 检测 功能 和 增加 图 像 的 对 比 度 。 


“ 8093， 


3. 图 像 加 工 变形 (image-processing transform ) 


(1) Affine 空间 弯曲 变形 

变形 后 的 坐标 (u,v) 与 原始 坐标 (x,y) 的 关系 如 下 :u(x,y) =ax+by+c;i v(x,y) = dx 
+ey+f 一 

a, b, c, d, e,f 是 Flicker 根据 每 块 胶 上 的 三 个 标记 计算 出 的 值 。 变 形 的 结果 是 使 两 
块 胶 比较 的 区 域 在 几何 上 等 同 。 
(2) 假 3-D 变形 

假 3-D 变形 可 增加 重 礁 的 点 ,变形 后 点 的 坐标 (x ,y ) 和 原始 坐标 (x,y) 的 关系 如 下 : 
dx= width x* sin(q); x =[dx * (height-y)[height] +x;y y =y=zScale < @(x, y)。 
灰 度 值 决定 了 z scale 的 大 小 ,q 值 在 -45 -45 范围 内 。 
(3) 边缘 尖锐 效 应 

边缘 尖锐 (sharpening) 效 应 可 增加 模糊 点 的 边缘 。 处 理 过 的 点 的 坐标 `(x，y) 与 原始 
点 的 关系 如 下 : "g(x, y)=[escale * edge(x,y)+(100 一 escale) <* _g(x,， y)]Z00s 公式 
中 e scale 值 用 来 衡量 增加 的 边缘 检测 值 L2]。 


( 丁 士 健 ” 俞 利 荣 ) 
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第 十 入 章 生物 质 诸 技 术 和 鳃 日 质 伪 是 


在 蛋白 质 组 学 研究 流程 中 ,蛋白 质 鉴定 是 最 关键 的 一 环 。 如 果 说 在 蛋白 质 组 分 离 技 
术 方 面 出 现 各 种 方法 并 存 的 局 面 ,那么 ,蛋白 质 鉴定 的 主流 技术 的 确定 已 无 可 争议 , 那 就 
是 质谱 技术 。 

蛋白 质 组 学 研究 与 传统 的 蛋白 质 研 究 最 重要 的 区 别 在 于 前 者 是 大 规模 研究 ,因此 在 
研究 策略 上 必然 是 从 整体 出 发 的 大 视野 ,但 落实 到 蛋白质 组 中 的 单个 蛋白 质 成 分 的 研究 
技术 ,并 没有 脱离 蛋白 质 研 究 的 基本 框架 。 可 以 认为 ,蛋白 质 组 学 大 规模 技术 的 发 展 必 然 
促进 了 对 单个 蛋白 质 的 研究 ,而 很 多 在 单个 蛋白 质 研 究 中 得 以 应 用 的 技术 也 很 快 应 用 到 
蛋白 质 组 学 研究 中 。 正 因为 两 者 相辅相成 、 密 不 可 分 的 关系 ,在 本 章 中 ,作者 并 不 打算 将 
两 者 割裂 ,而 将 对 蛋白 质 和 蛋白质 组 学 研究 中 的 质谱 方法 做 一 总 述 , 介 绍 质谱 技术 在 蛋白 
质 分 析 鉴 定 中 的 发 展 和 应 用 。 


第 一 节 ”生物 质谱 基本 原理 和 工作 模 却 


就 技术 方法 而 言 ,蛋白 质 研究 技术 比 核酸 研究 技术 要 相对 复杂 和 困难 得 多 :不 仅 氨基 
酸 残 基 种 类 远 多 于 核 苷 酸 残 基 , 而 且 蛋 白质 有 着 复杂 的 翻译 后 修饰 如 磷酸 化 , 糖 基 化 等 ， 
这 给 分 离 分 析 带 来 很 多 困难 。 由 于 蛋白 质 结构 层 次 复杂 ,物理 化 学 特性 多 样 ,因此 在 蛋白 
质 结构 功 能 研究 中 ,技术 方法 的 发 展 对 研究 的 影响 十 分 显著 。 如 Edman 降解 氨基 酸 测序 
使 蛋白 质 一 级 结构 得 以 阐明 ;NMR 的 出 现 大 大 推进 了 对 蛋白 质 溶液 构象 的 解释 。 

如 果 说 上 述 这 些 技术 的 应 用 已 成 为 蛋白 质 研 究 的 里 程 碑 ,那么 20 世纪 80 年 代 示 以 
来 ,在 生物 大 分 子 领域 中 得 以 广泛 应 用 的 质谱 技术 则 可 以 视 为 一 个 新 的 里 程 碑 0-53。 质 
谱 技 术 在 20 世纪 初 就 已 出 现 ,但 一 直 仅 应 用 于 有 机 小 分 子 领域 ,直到 80 年 代 才 渐渐 进入 
到 生物 大 分 子 领 域 。 随 着 20 多 年 来 的 发 展 和 应 用 ,质谱 技术 已 是 蛋白 质 研究 中 必 不 可 少 
的 工具 ,并 成 为 蛋白 质 组 研究 中 的 主要 支撑 技术 。 

对 蛋白 质 和 多 肽 而 言 ,质谱 技术 就 是 要 确定 一 个 蛋白 质 或 多 肽 的 分 子 质量 。 而 由 此 
所 获得 的 信息 ,涉及 的 领域 已 远 远 超过 了 检测 分 子 质 量 这 一 简单 应 用 。 因 为 分 子 质量 是 
一 个 蛋白 质 、 多 肽 或 氨基 酸 最 基本 的 特征 ,这 种 特征 是 专 一 的 。 不 同 的 氢 基 酸 组 成 .不 同 
的 氨基 酸 序列 不 同 的 修饰 方式 .不同 的 蛋白 质 间 结 合 方式 不同 的 位 点 差异 都 可 以 在 蛋 
白质 的 分 子 质量 上 体现 。 对 蛋白 质 以 及 组 成 蛋白 质 的 多 肽 ,氨基 酸 的 分 子 质量 测定 实际 
上 就 是 对 蛋白 质 种 类 和 性 质 的 鉴定 (identification) 。 

质谱 技术 的 基本 原理 是 样品 分 子 离子 化 后 ,根据 不 同 离子 间 质 荷 比 (mz) 的 差异 来 
分 离 并 确定 分 子 质量 。 一 台 质 谱 仪 一 般 由 进 料 装置 .离子 化 源 、 质 量 分 析 器 .离子 检测 器 
和 数据 分 析 系 统 组 成 。 在 这 几 部 分 中 ,离子 化 源 和 质量 分 析 器 是 两 个 中 心 部 件 , 也 是 发 展 
得 最 快 的 两 个 方面 ,不 同类 型 的 质谱 仪 主要 就 是 根据 这 两 个 部 件 来 命名 的 , 如 电 喷雾 
(EST) , 快 原 子 雄 击 质谱 (FAB) 是 根据 离子 化 源 不 同 来 区 分 ,而 飞行 时 间 质 谱 .四 极 杆 质谱 
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则 是 根据 质量 分 析 器 来 划分 。 不 同 离子 源 和 质量 分 析 器 相 匹配 ,就 基本 确定 了 质谱 仪 的 
工作 方式 。 如 ESI 离子 源 通 党 与 四 极 杆 、 离 子 阱 质量 分 析 器 相 匹配 ,而 基质 辅助 的 激光 
解析 离子 化 源 通常 与 飞行 时 间 飞 行 器 相 结合 , 即 所 谓 MALDI-TOF 质谱 仪 。 表 16.1 提 
供 质谱 特别 是 生物 质谱 技术 的 发 展 历程 。 质 量 分 析 器 的 原理 在 本 书 的 上 篇 已 有 详尽 的 盖 
述 , 在 此 着 重 讨论 生物 质谱 的 离子 化 方式 和 相关 技术 及 其 应 用 。 


表 16.1 质谱 技术 发 展 历史 简介 


研究 者 时 间 贡献 
本 . 丁 Thompson 1912 第 一 台 质 谱 仪 
Gohlke and McLafferty 1956 气相 质谱 
站 1959 “ 肽 序列 分 析 
McLafferty ,Jennings et aL2. 1967 串联 质谱 
McLafferty 1973 液 相 质谱 
Comisarow and Marshall 1974 傅 里 叶 回旋 共振 质谱 
Barber, Bordoli er c/ . 1981 快 原 子 麦 击 
Yamashita,Fenn et aL. 1984 电 喷 雾 离子 化 用 于 生物 大 分 子 
Tanaka,Karas et aL. 1988 基质 辅助 激光 解吸 离子 化 用 于 生物 大 分 子 


《一 ) 生物 质谱 的 软 电 离 方式 


早期 的 质谱 技术 仅 应 用 于 小 分 子 研 究 领 域 ,其 中 一 个 重要 的 原因 是 当时 采用 的 电子 
又 击 (electron impact,EI) 电 离 能 量 太 强 , 而 生物 大 分 子 结构 复杂 且 热 不 稳定 ,EI 不 适 于 生 
物 大 分 子 分 析 。 直 到 20 世纪 80 年 代 , 电 喷雾 离子 化 和 基质 辅助 激光 解吸 离子 化 的 出 现 
和 应 用 , 才 使 质谱 技术 真正 进入 到 生物 大 分 子 分析 领 域 , 而 这 两 种 技术 的 原创 研究 者 也 都 
获得 了 2002 年 的 诺 贝尔 化 学 奖 。. 


工 . 电 喷雾 离子 化 


电 喷 筋 离子 化 (electrospray ionization,ESI) 是 一 种 “ 软 电离 "方式 , 它 是 在 “离子 蒸发 ” 
原理 基础 上 发 展 起 来 的 一 种 离子 化 方法 [1。 离 子 蒸发 是 指 离子 从 液 相 发 射 到 气相 的 过 
程 。 待 测 分 子 溶解 在 溶剂 中 ,以 液 相 方式 通过 毛细 管 到 达 喷 口 。 在 喷 口 高 电压 作用 下 形 
成 带电 荷 的 微 滴 , 随 着 微 滴 中 的 挥发 性 溶剂 蒸发 , 微 滴 表 面 的 电荷 体 密度 随 半 径 减 少 而 增 
加 ,到 达 某 一 临界 点 时 ,样品 将 以 离子 方式 从 液 滴 表面 薰 发 ,进入 气相 。 这 一 过 程 即 实现 
了 样品 的 离子 化 ,由 于 没有 直接 的 外 界 能 量 作 用 于 分 子 , 因 此 对 分 子 结构 破坏 较 少 ,是 一 
种 典型 的 “ 软 电 离 "方式 。 电 喷雾 离子 化 示意 图 见 图 16.1。 

电 喷 雾 质 谱 的 另 一 大 特点 是 可 形成 多 电荷 离子 ,因此 ,在 较 小 的 /zx 范围 内 可 以 检 
测 到 大 分 子 质 量 的 分 子 。 采 用 电 喷 雾 质 谱 目前 可 测定 分 子 质 量 100 000Da 以 下 的 蛋白 
质 ,最 高 达 150 000Da。 由 于 离子 蒸发 使 电 喷 雾 质 谱 采 用 液 相 方式 进 样 ,因此 可 与 蛋白 质 
化 学 中 常用 的 液 相 色谱 联 用 , 即 液 相 色谱 - 电 喷 雾 质 谱 (LC-MS)。 蛋 白质 或 多 肽 经 过 
HPLC 分 离 后 ,直接 进入 质谱 进行 分 子 质量 测定 。 

在 常规 电 喷 雾 中 ,喷雾 时 形成 的 较 大 液 滴 中 ,有 一 部 分 样品 还 来 不 及 离子 化 ,因而 降 
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图 16.1 电 喷 雾 离子 化 示意 图 


低 了 样品 的 利用 率 和 灵敏 度 。 近 年 发 展 的 纳 升 电 喷 雾 方 法 (nanospray) ,采用 内 径 为 lum 
左右 的 喷 针 ,样品 注入 到 喷 针 的 喷 口 ,产生 喷雾 ,在 喷 口 前 端 喷雾 液 滴 体 积 是 常规 电 喷雾 
17Z100 ,使 样品 被 充分 利用 ,并 有 效 离子 化 71。 纳 升 电 喷雾 以 极 低 的 流速 (20 一 40nlMmin ) ， 
消耗 极 少 的 样品 (1 一 2 局 ) ,灵敏 度 达 低 fmol。 


2. 基质 辅助 激光 解吸 离子 化 


基质 辅助 激光 解吸 离子 化 (matrix-assisted laser desorption ionization,MALDI) 是 将 样品 均 
匀 包 埋 在 固体 基质 中 ,基质 吸收 激光 提供 的 能 量 而 蒸发 ,携带 部 分 样品 分 子 进 入 气相 ,并 将 
一 部 分 能 量 传递 给 样品 分 子 使 其 离子 化 。 

早期 的 激光 解吸 离子 化 没有 基质 辅助 ,激光 能 量 直接 作用 于 被 分 析 物 ,使 分 子 碎 裂 , 产 
生 大 量 碎片 ,而 不 易 得 到 分 子 离子 。1988 年 , Tanaka 等 首先 采用 可 吸收 激光 的 基质 (如 甘 
油 ) 将 被 分 析 物 包 埋 其 中 ,避免 了 激光 能 量 对 分 子 结构 的 破坏 ,测定 了 分 子 质 量 为 33 000Da 
的 蛋白 质 L8 1 。 后 来 发 现 ,采用 固体 基质 可 以 使 样品 分 散 得 更 均匀 ,离子 化 效果 更 好 [”"'101]。 通 
常 采用 的 激光 束 波 长 为 337nm 。 由 于 样品 的 电离 过 程 是 由 基质 介 导 的 ,因此 基质 的 选择 对 
分 子 离子 化 有 很 大 影响 ,继而 影响 到 分 析 的 灵敏 度 、 分 辨 率 和 精确 度 。 合 适 的 基质 应 保证 待 
测 物 的 离子 化 ,而 且 基 质 本 身 的 离子 造成 的 背景 较 弱 。 对 于 蛋白 质 和 多 肽 样品 ,较为 通用 的 
基质 有 芥子 酸 (sinapic acid,SA) ,氨基 -4- 羟 肉桂 酸 (ccyano-4-hydroxycinnamic acid,CHCA) ， 
2,5- 羟 基 茶 甲酸 (2,$-dihydroxybenzoic acid,DHB) 。MALDI 最 大 的 特点 是 离子 电荷 通常 为 1 
或 2 个 ,而 不 像 ESI 中 为 多 电荷 ,对 分 子 质量 较 大 的 样品 而 言 ,不 会 形成 复杂 的 多 电荷 图 , 因 
而 对 图 谱 的 解析 比较 清楚 。 图 16.2 为 MALDI 离子 化 的 示意 图 。 

由 于 MALDI 的 进 样 是 固 相 方式 ,不 像 ESI 的 液 相 进 样 容易 受 溶 液 性 质 的 影响 ,因此 
对 杂质 的 忍耐 性 较 好 。 通常 在 进行 生物 样品 制备 时 ,往往 会 在 样品 中 引入 一 些 缓冲 液 或 
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样品 ”基质 晶体 
图 16.2 MALDI 离子 化 的 示意 图 
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去 垢 剂 ( 如 尿素 和 SDS) 等 。 这 时 采用 MALDI 会 有 较 好 的 效果 。 一 般 MALDI 采用 的 激 
光 是 在 紫外 范围 ,而 近年 来 发 现 可 用 红外 激光 分 析 生 物 大 分 子 ,红外 激光 的 能 量 比 紫外 激 
光 弱 ,产生 的 碎片 离子 较 少 ,比较 合适 分 析 不 稳定 的 样品 ,如 磷酸 化 肽 等 414,121。 也 有 人 提 
出 不 使 用 基质 ,而 将 样品 直接 置 于 多 和 孔 硅 板 上 进行 激光 解吸 离子 化 ,从 而 大 大 减少 了 基质 
的 背景 离子 013'14] 。 


(二 ) 常用 生物 质谱 的 类 型 和 特 损 


生物 质谱 的 离子 化 方法 基本 采用 ESI 和 MALDI, 质 量 分 析 器 则 有 不 同 的 选择 ,如 三 
极 四 极 杆 ,离子 阱 飞行 时 间 、 传 里 叶 回旋 共振 等 。 不 同 的 质量 分 析 器 各 有 其 优势 和 特点 ， 
也 有 不 同 的 应 用 范围 ,目前 发 展 趋势 是 将 不 同类 型 的 质量 分 析 器 串联 起 来 ,以 提高 质谱 的 
工作 性 能 和 适用 范围 。 在 此 以 离子 化 方式 为 中 心 对 生物 质谱 仪 进行 分 类 和 描述 。 


1. 电 喷雾 质谱 仪 


目前 常用 的 以 电 喷 雾 为 离子 化 方式 的 质谱 有 : 电 喷 雾 - 三 级 四 极 杆 质谱 (ESLTQ- 
MS) 电 喷 雾 -离子 阱 质谱 (ESI-IT-MS) 、 电 喷雾 -三 级 四 极 杆 -飞行 时 间 质 谱 (ESI-Q-TOF- 
MS) 电 喷雾 - 传 里 叶 回 旋 共 振 质谱 (ESI-FTICR-MS) 等 。 


2. 基质 辅助 激光 解吸 离子 化 质谱 仪 


目前 已 有 基质 辅助 激光 解吸 离子 化 -飞行 时 间 质 谱 (MALDITOF-MS,MALDITOF7 
TOF-MS) 基质 辅助 激光 解吸 离子 化 -三 级 四 极 杆 -飞行 时 间 质 谱 (IMALDI-Q-TOF-MS)， 
基质 辅助 激光 解吸 离子 化 -离子 阱 质谱 (MALDIIT-MS) 等 。 

表 16.2 和 表 16.3 为 离子 化 方式 和 各 种 质谱 性 能 的 比较 。 


表 16.2 ESI 和 MALDI 的 比较 


电 喷 雾 方 式 - 可 在 线 联 用 的 方式 离子 电荷 形式 对 杂质 容忍 程度 
ESI 液 相 多 电荷 直接 进 样 时 差 ,与 液 相 色谱 联 用 后 好 
MALDI 固 相 一 般 为 1 或 2 个 电荷 较 好 


表 16.3 各 种 类 型 质谱 的 性 能 比较 
质谱 类 型 MSVXMS 功能 速度 分 辩 率 灵敏 度 精确 度 


电 喷雾 -三 级 四 极 杆 质谱 (ESLTQ-MS) 十 十 于 证 计 二 环 风 区 
电 喷 雾 - 离 子 阱 质谱 (ESI-IT-MS) 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 
电 喷 雾 -三 级 四 极 杆 - 飞 行 时 间 质 谱 (ESLQ- 

十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 
TOF-MS) 
电 喷 雾 - 傅 里 叶 回 旋 共 振 质谱 (ESLFTICR- 

十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 
MS) 
基质 辅助 激光 解吸 离子 化 -飞行 时 间 质 谱 

十 十 十 十 十 十 十 十 二 HE 十 二 


(MALDI-TOF-MS) 
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质谱 类 型 MS/MS 功能 速度 分 辩 率 灵敏度。 精确 度 


基质 辅助 激光 解吸 离子 化 -串联 飞行 时 间 质 谱 
十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 
(MALDI-TOFZTOF-MS) 


基质 辅助 激光 解吸 离子 化 -三 级 四 极 杆 -飞行 
本 十 十 十 千 十 十 十 洒 十 斗 十 十 [十 
时 间 质 谱 (MALDI-Q-TOF-MS) 


基质 辅助 激光 解吸 离子 化 -离子 阱 质谱 
(MALDLIT-MS) 


注 : + 表示 性 能 强大 程度 。 


三 ) 生物 质谱 与 其 他 技术 的 联 用 方式 


液 相 色谱 与 电 喷 雾 质 谱 (LC-ESI-MS) 连 用 ,可 对 色谱 分 离 的 成 分 直接 用 质谱 进行 在 
线 (online) 分 析 ,而 不 需要 收集 这 些 成 分 05'161。 由 于 蛋白 质 传统 分 析 中 采用 的 肽 谱 (pep- 
tide mapping) 分 析 是 在 液 相 色谱 上 进行 的 ,因此 LC-ESILMS 的 出 现 使 肽 谱 分 析 不 再 仅仅 
根据 色谱 中 的 保留 时 间 (retention time) 来 区 分 多 肽 ,而 是 采用 多 肽 分 子 质量 来 对 其 进行 
鉴定 ,大 大 提高 了 分 析 的 效率 和 精确 度 。 在 灵敏 度 方面 ,由 于 色谱 的 灵敏 度 与 色谱 柱 的 内 
径 相 关 , 内 径 越 小 ,灵敏 度 越 高 。 肽 谱 分 析 传统 上 采用 内 径 为 2.1mm 或 1.0mm 的 柱子 ， 
连接 的 电 喷 雾 喷头 内 径 较 大 ,这 是 最 初 的 LC-ESI-MS 模式 , 称 为 normal-spray, 灵敏 度 在 
低 pmol 水 平 。 后 来 采用 的 毛细 管 液 相 色谱 (capillary LC ), 柱 内 径 可 在 100 一 300um 之 
间 ,流速 为 1 一 1SwlMmint7-12]。 相 应 的 电 喷雾 喷头 内 径 也 缩小 了 , 称 为 microspray, 这 种 
cLCESILMS 的 灵敏 度 可 达 fmol。 进 一 步 又 发 展 了 100pm 以 下 柱 内 径 的 纳 升 流速 
(nanoflow) 的 色谱 [20.21] ,与 纳 升 喷雾 头 (nanospray) 联 用 ,灵敏 度 可 达 低 fmol。 液 相 色谱 的 
分 离 方式 也 有 多 种 选择 ,除了 分 析 肽 谱 常 使 用 的 反 相 柱 外 ,还 可 采用 分 子 筛 . 亲 和 柱 \ 离 子 
交换 柱 等 。 无 论 何 种 液 相 色 谱 与 质谱 联 用 ,都 要 求 色谱 洗 脱 液 挥发 性 较 好 , 以 保证 电 喷 雾 
离子 化 的 效率 。 


十 十 十 十 十 十 十 二 十 十 十 十 十 


〈 四 ) 串联 质谱 与 全 撞 诱 导 解 离 


串联 质谱 (tandem MS,MSVMS) 是 指 多 个 质量 分 析 器 相连 ,分 离 母 离子 ,进行 碰撞 解 
离 ,并 检测 子 离子 23]。MSMMS 较 早 在 四 级 杆 质谱 中 实现 方法 是 :将 三 个 四 级 杆 串 联 ， 
第 一 个 四 级 杆 进行 母 离子 分 析 ,选择 感 兴趣 的 离子 进入 第 二 个 四 级 杆 ,与 惰性 气体 碰撞 成 
碎片 后 ,进入 第 三 个 四 级 杆 进行 子 离子 分 析 (图 16.3)。 离 子 阱 和 傅 里 叶 转 换 离子 回旋 共 





图 16.3 串联 质谱 (MSVZMS) 示 意图 


“的 


振 质 谱 (FTICR-MS) 也 可 以 进行 MSXMS524,25] 。 选 择 的 母 离子 阱 内 与 惰性 气体 碰撞 而 产 
生 碎 片 离子 。 与 三 级 四 极 杆 通过 空间 分 离 方式 获得 母 离子 和 子 离子 不 同 ,离子 阱 和 傅 里 
叶 共 振 离子 回旋 质谱 采用 的 是 时 间 分 离 方式 ,因而 可 以 进行 多 级 MS (MS") ,可 达 10 级 
(MS0)。FTICR-MS 还 出 现 双 阱 设计 ,分 别 进 行 离子 储存 和 离子 分 析 , 更 加 强 了 多 级 MS 
功能 520]。 与 串联 质谱 平行 的 一 个 概念 是 碰撞 诱导 解 离 (collision induced dissociation， 
CID)523,2。 在 没有 出 现 串 联 质谱 时 ,为 获得 分 子 结 构 信 息 , 需 要 在 离子 源 内 (in-source) 
对 离子 进行 碰撞 ,使 其 碎 裂 。 源 内 CID 灵敏 度 高 ,但 由 于 没有 选择 性 ,因此 碎片 的 专 一 性 
不 强 。 串 联 质谱 出 现 后 ,逐渐 取代 了 源 内 CID。 严 格 地 说 ,CID 仅 指 离子 解 离 成 碎片 的 过 
程 ,串联 质谱 则 包括 了 母 离子 选择 `CID 和 子 离子 分 析 三 个 过 程 。 另 外 ,在 电路 雾 质 谱 中 ， 
离子 从 离子 源 输送 到 质量 分 析 髓 过 程 中 ,要 经 过 一 些 孔 道 ,如 orifice 或 skimmer, 有 时 可 
以 通过 改变 这 些 孔 道上 的 电压 ,使 离 竹 发 生 一 定 程度 的 解 离 。 这 一 方法 可 以 用 于 分 析 翻 
译 后 修饰 蛋白 质 和 非 共 价 结合 蛋白 质 。 


第 二 节 ”质谱 法 分 析 完 整 蛋白 质 和 多 肽 


对 完整 蛋白 质 或 多 肽 分 子 质量 的 确定 ,是 蛋白 质 结构 分 析 的 重要 部 分 。 对 于 点 突 
变 的 蛋白 质 \ 不 均一 的 糖 蛋 白 、 多 位 点 修饰 的 磷酸 化 蛋白 质 、N 端 封闭 或 残 基 被 共 价 修 
饰 的 蛋白 质 而 言 ,质谱 法 是 快速 、 准 确 的 鉴定 方法 。 将 测定 的 分 子 质量 与 理论 分 子 质量 
比较 ,可 以 验证 或 推测 蛋白 质 被 修饰 的 情况 ,或 是 否 有 突变 位 点 ;还 可 根据 不 同 亚 型 在 
质谱 中 的 相对 强度 ,分 析 蛋 白质 被 覆 饰 的 程度 。 对 于 洲 液 内 纯度 较 高 的 单个 蛋白 质 或 
多 肽 , 若 采 用 电 喷 雾 质 谱 , 由 于 形成 了 多 电荷 离子 ,分 子 质量 越 大 ,图 谱 越 复杂 ,一般 电 
喷雾 质谱 可 测定 的 分 子 质量 范 围 低 于 70 000Da ,尤其 以 3 000 Da 以 下 的 测定 结果 较为 
理想 ,而 MALDI-TOF-MS 由 于 主要 形成 单 电荷 ,图 谱 简 单 ,可 测定 的 分 子 质 量 范 围 可 
达 100 000Da, 甚 至 1 000 000Da 以 上 。 

胶 内 蛋白 质 的 精确 分 子 质量 是 鉴定 蛋白 质 的 指标 之 一 。 可 将 蛋白 质 转移 到 PVDF 
膜 上 ,用 MALD-TOF-MS:281 分 析 , 还 有 人 将 整 块 双向 凝 胶 电泳 的 胶 转 PVDF 膜 上 , 整 
张 膜 与 MALD-TOF-MS 的 基质 反应 ,再 进行 紫外 或 红外 MALD-TOF-MS 扫描 ,分 析 和 蛋 
白质 的 分 子 质 量 !2?,30] 。 甚 至 有 人 用 质谱 代替 双向 凝 胶 电 泳 中 的 第 二 向 (SDS-PAGE ) ， 
直接 扫描 测定 等 电 聚 焦 后 的 凝 胶 , 测 定 蛋 白质 的 精确 分 子 质量 ,并 称 之 为 "virtual 2-D 
gel"[301 。 也 可 直接 将 蛋白 质 从 胶 内 电 洗 脱 或 有 机 溶剂 洗 脱 到 液 相 后 ,用 MALDTOF- 
MS 和 ESI-MS 测定 分 子 质量 [32-34] 。 但 大 分 子 或 疏水 蛋白 质 抽 提 到 液 相 较 困 难 。 而 
且 , 蛋 白质 经 过 凝 胶 分 离 后 , 某 些 氨基 酸 可 能 会 被 丙烯 酰胺 修饰 ,或 被 氧化 ,也 可 能 被 
抽 提 的 有 机 溶剂 所 修饰 (如 甲酸 ) ,造成 分 子 质量 偏 移 ,或 造成 同 种 蛋白 质 以 不 同形 式 
存在 535] 。 就 目前 的 大 多 数 质 谱 精确 度 而 言 ,根据 电泳 所 得 到 的 等 电 点 和 质谱 测定 的 分 
子 质量 , 仍 不 足以 鉴定 蛋白 质 。 以 大 肠 杆菌 为 例 ,等 电 点 为 5.5, 分 子 质量 为 25 000Da 
的 蛋白 质 就 有 几 十 种 636] 。 因 此 ,还 需要 采用 质谱 分 析 蛋 白质 酶 解 肽 谱 的 方法 来 鉴定 蛋 
白质 。 
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质谱 法 对 蛋白 质 和 多 驮 一 级 结构 的 分 析 豚 鉴定 
一 、 质 谱 分 析 多 肽 厅 列 的 原理 


蛋 自 质 测 序 法 是 分 析 蛋 白质 和 多 肽 一 级 结构 的 传统 方法 。 但 蛋白 质 测序 法 只 能 鉴定 
末端 (N 端 或 C 端 ) ,要 获得 蛋白 质 所 有 氨基 酸 的 序列 ,还 需 将 蛋白 质 进 行 酶 解 , 酶 解 肽 段 
经 色谱 分 离 收集 后 ,分 别 测 序 ,再 拼接 成 全 序列 。 这 个 过 程 十 分 繁琐 。 而 质谱 方法 可 以 一 
次 分 析 蛋 白质 酶 解 的 所 有 肽 段 ,解析 序列 ,从 而 获得 蛋白 质 完整 的 一 级 结构 。 而 对 于 分 子 
质量 较 小 的 多 肽 ,只 需 根据 分 子 质量 和 MSVMS 数据 , 即 可 分 析 其 一 级 结构 。 

质谱 法 测定 多 肽 序列 有 几 种 方式 :首先 是 串联 质谱 法 或 CID 法 , 即 在 质谱 中 获得 肽 
段 的 碎片 523,371。 肽 段 在 质谱 中 的 碎 裂 有 一 定 的 规律 ,通常 最 容易 断裂 的 是 肽 键 ,形成 的 
是 N 端 离子 和 C 端 离子 ,分 别 命名 为 b 离子 和 y 离子 ,其 他 N 端 离子 命名 为 a 离子 和 
离子 ,其 他 C 端 离子 为 x 离子 和 z 离子 ,图 16.4 为 肽 链 在 质谱 中 断裂 形成 的 主要 离子 。 
除了 这 些 主要 离子 外 , 侧 链 基 团 的 断裂 也 产生 一 些 离子 ,如 Thr, Ser 容易 脱水 ,Arg 易 脱 
股 。 此 外 ,两 个 以 上 肽 键 同 时 断裂 将 产生 一 些 内 部 离子 (internal ions)。 通 常 根 据 碎片 离 
子 进 行 肽 序列 分 析 , 主要 依据 由 肽 键 断裂 而 产生 的 离子 , 即 b 离子 和 y 离子 。 质 谱 法 测定 
肽 序列 ,最 擅长 的 是 确证 已 知 序 列 和 分 析 已 知 序列 中 的 翻译 后 修饰 。 而 对 未 知 序列 的 分 
析 , 目前 还 是 一 个 难题 。 

典型 肽 
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图 16.4 肽 在 CID 中 的 断裂 


具有 源 后 衰减 (post source decay, PSD ) 功能 的 MALDI-TOF-MS 也 能 对 肽 链 测 
序 !.31 ,但 由 于 在 这 一 过 程 中 肽 链 断 裂 的 得 率 并 不 高 , 且 产 生 的 碎片 离子 准确 度 不 够 ,在 
" 弹 而 、 


图 谱 解 析 时 存在 一 定 困难 ,因此 使 用 的 效果 不 甚 理想 [4]。 近 两 年 出 现 了 将 MALDI 源 与 
其 他 质量 分 析 器 如 离子 阱 .Qq-TOF TOF-TOF 相连 的 模式 [40-4] ,这 些 分 析 器 都 有 真正 
的 MSVXMS 功能 ,因此 实现 了 将 MALDI 的 高 通 量 与 串联 质谱 的 序列 分 析 功 能 的 合 二 
汐 全 。 

由 于 Lys 和 Gln 的 分 子 质量 很 相近 (相差 0.0364Da) ,在 分 辩 率 很 高 的 质谱 如 FTICR- 
MS 或 高 分 辨 磁 质谱 中 ,可 以 区 别 Lys 和 Gln 微小 的 质量 差异 [43,441。 但 在 常规 的 质谱 中 
不 易 区 分 。 可 用 多 级 MS 断裂 Lys 和 Gln 不 同 的 侧 链 来 区 分 两 者 !] ,或 将 Lys 衍生 为 高 
精 氨 酸 [46] 。 而 Ile 和 Leu 的 分 子 质量 相同 ,显然 不 能 仅 赁 一 级 MS 分 辨 ,le 和 Leu 在 CID 
和 CAD 作用 下 ,也 会 产生 不 同 的 侧 链 离 子 !9%]。 最 近 的 研究 发 现 可 将 多 肽 与 游离 铜 离子 
形成 复合 物 ,在 进行 CID 时 lle 和 Leu 也 会 产生 不 同 的 碎片 [48,49]。 

另 一 种 测定 肽 序列 的 质谱 法 方法 是 酶 法 阶梯 式 测序 !50351(ladder sequencing)。 一 般 
多 应 用 于 C 端 序 列 分 析 , 即 用 氨 肽 酶 或 羚 肽 酶 依次 切除 肽 链 或 蛋白 质 的 C 端 氨基 酸 , 测 
定 酶 解 前 后 的 肽 分 子 质量 ,通过 质谱 差异 确定 何 种 氨基 酸 被 切割 , 依 此 类 推 未 端 序列 。 这 
一 方法 多 用 于 C 端 序列 测定 。 但 由 于 酶 解 是 一 个 动态 过 程 ,各 个 氨基 酸 酶 解 速度 不 同 ， 
并 且 受 相 邻 氨基 酸 的 影响 ,因此 这 一 方法 的 通用 性 不 强 。 目 前 阶梯 式 测序 一 般 可 测定 3 一 
10 个 氨基 酸 。 还 有 报道 用 质谱 法 直接 测定 由 化 学 降解 的 氨基 酸 ,分 析 蛋 白质 未 端 序 
列 62-354] 。 

采用 质谱 法 分 析 和 蛋白 质 的 质量 肽 谱 ,获得 每 一 肽 段 的 分 子 质 量 和 序列 后 , 即 可 对 蛋白 
质 进 行 鉴定 。 这 个 方法 可 用 于 验证 由 cDNA 推出 的 蛋白 质 序列 ,而 且 特 别 适用 于 鉴定 基 
因 工 程 重组 蛋白 质 是 否 与 预期 的 序列 符合 ,是否 均 一 ,突变 位 点 是 否 准确 等 。 


二 、 质 谱 法 结合 数据 库 检索 对 多 肽 和 蛋白 质 进行 鉴定 


(一 ) 肽 质量 指纹 图 谱 法 鉴定 捍 白 质 
1. 原理 和 特点 


这 一 方法 的 理论 基础 是 认为 每 个 蛋白 质 经 过 酶 解 成 为 长 短 不 一 的 肽 段 后 ,同一 时 间 
获得 所 有 肽 段 分 子 质量 而 形成 一 个 肽 段 分 子 质 量 图 谱 , 这 一 图 谱 对 蛋白 质 应 是 专 一 而 特 
异 的 ， 因此 称 为 肽 质量 指纹 图 谱 (peptide mass fingerprinting,PMF)。 这 一 方法 不 需 对 图 
谱 进行 人 工 解析 ,只 需 将 实验 获得 的 PMEF 与 蛋白 质数 据 库 中 蛋白 质 的 理论 PMEF 比 对 ， 
就 可 以 鉴定 该 蛋白 质 。 因 此 比 传统 方法 速度 快 . 通 量 高 ,是 最 早 用 于 大 规模 蛋白 质 鉴定 的 
质谱 方法 ,也 是 目前 最 简便 的 蛋白 质 鉴定 方法 之 一 。 近 年 来 随 着 蛋白 质数 据 库 或 由 基因 
组 数据 库 和 EST 库 等 了 衍生 的 蛋白 质数 据 库 的 快速 增长 和 完善 ,使 PMF 方法 的 适用 性 大 
大 增强 。 


2. 影响 结果 的 关键 因素 


(1) 灵敏 度 
无 论 如 何 , 能 和 否 灵 敏 地 获得 PMF 信号 是 任何 后 续 分 析 的 基础 。 灵 敏 度 的 欠缺 会 造 
成 信 噪 比 高 ,一 定 程度 上 又 影响 到 精确 度 。 另 外 ,可 检测 到 的 肽 段 少 ,对 数据 库 检 索 是 不 
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利 的 。 
(2) 精 确 度 

显而易见 ,PMF 方法 主要 是 靠 对 肽 段 的 分 子 质量 测 定 来 获得 准确 的 检索 结果 ,因此 
分 子 质量 精确 度 是 最 重要 的 指标 。 目 前 已 有 延迟 菜 取 和 反射 检测 的 MALDI-TOF-MS， 
以 及 新 近 出 现 的 MALDI-Q-TOF-MS ,分 子 质 量 精确 度 都 可 达 Sppm 左右 ,已 经 完全 符合 
数据 库 检 索 的 要 求 。 但 是 在 实际 工作 中 ,尤其 是 微量 样品 ,或 从 胶 内 酶 解 获得 的 样品 , 精 
确 度 往往 不 够 理想 ,在 很 大 程度 上 会 影响 检索 结果 ,误差 越 大 ,检索 准确 性 越 低 。 
(3) 质 量 校正 

鉴于 精确 度 对 PMF 结果 的 决定 性 作用 ,质量 校正 就 是 实验 中 必 不 可 少 的 一 步 , 尤 其 
对 TOF 质量 分 析 器 ,质量 校正 非常 重要 而 且 需 常规 进行 。 质 量 校正 有 外 标 和 内 标 校 正 两 
种 ,外 标 校 正 是 指 在 样品 测试 前 用 已 知 精确 分 子 质量 的 标准 品 对 仪器 进行 校正 。 不 同 的 
分 子 质量 范围 有 不 同 的 标准 品 , 通 常 做 PMF 时 会 采用 $ 一 10 个 标准 肽 的 混合 物 ,内 标 校 
正 是 指 将 已 知 精确 分 子 质量 的 标准 品 挫 人 到 样品 中 ,或 将 样品 中 已 知 精确 分 子 质量 的 信 
号 为 标准 对 仪器 进行 校正 ,显然 内 标 校正 比 外 标 校 正 要 精确 ,不 过 标准 品 挨 人 的 步骤 较 繁 
琐 , 标 准 品 浓度 若 太 高 ,反而 会 将 样品 信号 抑制 ,但 如 果 控 制 得 好 ,对 PMF 的 精确 度 还 是 
很 有 帮助 的 。 在 对 蛋白质 的 胰 和 蛋白酶 酶 解 产 物 进行 PMF 分 析 时 ,有 时 会 将 胰 和 蛋白 酶 的 
自 酶 解 峰 作 为 内 标 ;如 果 使 用 牛 胰 和 蛋白 酶 ,一 般 在 MALDI-TOF-MS 上 最 明显 的 自 酶 解 峰 
理论 上 为 2 163.057, 可 作为 校正 标准 ,但 仅 能 做 单 点 校正 , 仍 不 够 理想 。 
(4) 分 辩 率 

分 辩 率 在 一 定 程度 上 与 精确 度 相 关 , 尤 其 在 肽 段 分 子 质量 在 2 000Da 以 上 时 ,在 
MALDI-TOF-MS 中 的 分 辨 率 会 有 所 下 降 ,导致 峰 变 宽 ,精确 度 也 下 降 。 
(S$) 数 据 库 

由 于 PMF 鉴定 蛋白 质 是 依赖 数据 库 的 ,因此 数据 库 本 身 是 否 完善 和 准确 也 是 关键 
因素 之 一 。 实 际 工作 中 经 常会 出 现 PMF 图 谱 很 好 ,但 查 不 到 结果 的 情况 。 原 因 之 一 就 
是 数据 库 不 全 ,所 研究 的 蛋白 质 在 数据 库 中 不 存在 , 即 可 能 是 未 知 蛋 白质 。 目 前 已 有 的 有 蛋 
白质 数据 库 中 ,以 部 分 微生物 尤其 是 原核 微生物 和 酵母 的 数据 库 最 完善 ,在 大 部 分 真 核 生 
物 中 ,即使 基因 组 序列 已 知 ,由 于 有 内 含 子 、 翻 译 后 修饰 等 因素 影响 ,蛋白 质数 据 库 仍 不 完 
善 , 是 制约 质谱 法 鉴定 蛋白 质 的 一 个 瓶颈 。 
(6) 样 品 制 备 

影响 PMF 法 鉴定 蛋白 质 结果 的 人 为 因素 主要 是 样品 制备 。 虽 然 MALDI 质谱 对 杂 
质 的 容忍 度 较 好 ,但 样品 制备 的 好 坏 会 直接 影响 到 图 谱 的 灵敏 度 、 精 确 度 和 分 辨 率 , 具 体 
的 步骤 和 注意 事项 见 相 关 章 节 。 


3. 检索 方法 和 工具 
(1) 现 有 的 检索 工具 [55,56] 
如 何 对 PMF 的 实验 结果 和 理论 图 谱 进行 比较 和 评价 ,是 将 实验 数据 转换 成 具有 生 
物 学 意义 的 结果 的 关键 。 目 前 已 发 展 了 不 少 算法 和 工具 ,这 些 软件 都 可 以 在 互联 网 上 免 
费 使 用 。 互 联网 上 的 软件 使 用 的 都 是 公用 数据 库 , 如 果 要 使 用 自主 数据 库 则 需 购 买 in- 
house 版 。 和 常用 的 软件 及 其 介绍 如 表 16.4。 
ss 


表 16.4 - PMF 常用 的 软件 


软件 名 称 网 址 

Mascot www. matrixsclence. com 
Profound Prowl. rockefeller. edu 
PeptIdent www. expacy: ch/tools 
ProteinProspector Prospector- ucsf. edu 
PepSea 195.41.108.38 


(2)Mascot 使 用 方法 
图 16.5 为 Mascot 查询 页 面 ,参数 的 选择 如 下 。 
Database: 选 择 数据 库 ,一 般 采 用 NCBI 的 非 元 余 库 (NCBInr)。 
Taxonomy: 根 据 样 品 来 源 选择 物种 名 称 ( 如 Human 数据 库 )。 
Enzyme: 选 择 所 使 用 的 酶 (如 Trypsin) 。 
Allow up to: 选 择 可 能 遗漏 的 酶 切 位 点 数 。 
Fixed modifications: 选 择 固定 修饰 。 
Variable modifications :选择 可 变 修 饰 。 
Protein mass: 选 择 蛋 白质 分 子 质量 上 限 。 
Peptide tol. 土 :选择 肽 分 子 质量 误差 范围 。 
Mass values: 用 以 搜索 的 数值 是 分 子 离子 质量 或 分 子 质 量 。 


Database| NCBInr |] 
| All' entries 了] 
Taxonomay 


二 | 1 司 
Enzyme| Trypsin 了 ] Allowup to missed cleavages 


本 Fixed DT - Variable + 
modifications AB old_ ICATd8 (C) AB 01d_ ICAT8 (C， 
AcetyL (K) 二 modifications Acety]l 克 : 
5e N-t - Acetyl (N-term) 
Amjide (C-term) Amide (C-term) 
Protein mass| kpDa Peptide tol 二 | 1.0 ] Da =] 


Mass valuese  MH+C _ M， Monoisotopic 6 Average 人 










a data file 
is Specifred. 


rt 20 T 
Overview 三 Reporttop| 5 ” 司 hits 


JSLart:Seareh . 





图 16.5 ”Mascot 查询 页 面 


“由 ， 





Monoisotopic :是 单 同 位 素 分 子 质 量 还 是 平均 分 子 质量 。 
Data file: ” 选 定 文件 。 

Query: 贴 人 用 于 查 库 的 分 子 质量 。 

图 16.6 为 Mascot 检索 结果 的 示例 。 


Number of Hits 





S0 
Probability Based Mowse Score 


1.gil6319314 Mass: 69896 Total score: 89 ”Peptides matched: 11 
(NC _001133) Stress-seventy subfamily A; Ssalp [Saccharomyces cerevisiae] 
2. 业 il0323196 Mass: 17433 Total score: 38 Peptides matched: 4 


(NC_001144) Homology to rat S27a; Rps31p [Saccharomyces cerevisiaej 
图 16.6， 为 Mascot 检索 结果 


图 中 的 横 坐 标 为 鉴定 的 蛋白 质 的 可 能 性 分 数 , 分数 越 高 ,代表 结果 越 可 靠 ,第 一 位 结 
果 和 第 二 位 结果 分 数 相差 越 大 ,第 一 位 结果 越 可 靠 。 


(二 ) 一 级 质谱 CMS) 结 合 串联 质谱 (CMS /MS) 法 鉴定 蛋白 质 


1. 原理 和 特点 


由 于 MSVXMS 具有 结构 分 析 功 能 ,可 以 获得 检测 到 的 每 一 肽 段 的 序列 。 因 此 ,根据 一 
级 质谱 (MS) 测 得 的 精确 分 子 质量 和 串联 质谱 (MSVMS) 所 得 的 序列 信息 ,通过 蛋白 质数 
据 库 的 检索 ,无 疑 大 大 增加 了 和 蛋白质 鉴 定 的 准确 性 。 这 一 方法 多 在 具有 CID 功能 的 质谱 
中 进行 ,MALDI-TOF-MS 的 PSD 功能 虽然 也 能 获得 一 些 序列 信息 ,但 效率 不 高 ,操作 繁 
琐 , 故 应 用 有 限 。 


2. 影响 结果 的 关键 因素 
(1) 灵 敏 度 、 精 确 度 和 分 辩 率 

由 于 有 MSVMS 信息 ,对 图 谱 的 精确 度 和 分 辩 率 的 要 求 不 如 PMEF 高 。 因 此 ,影响 结 
采 的 最 重要 指标 是 灵敏 度 ,尤其 是 在 液 相 色 谱 - 质谱 联 用 的 仪器 上 。 通 常会 采用 纳 升 喷 
筋 提高 检测 的 灵敏 度 。 
(2)MSVMS 图 谱 质 量 

MSVXMS 图 谱 的 质量 是 最 影响 检索 结果 的 因素 ,除了 灵敏 度 、 精 确 度 等 指标 外 ,图 谱 
的 峰 型 分 布 也 很 重要 。 理 论 上 ,如 果 所 有 b 离子 和 y 离子 都 被 检测 到 ,并 有 同等 离子 强度 
时 ,检索 的 匹配 最 理想 ,但 在 实际 的 图 谱 中 , 某 些 离子 可 能 会 被 遗漏 或 强度 很 低 ,造成 匹配 
程度 不 理想 。 
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3. 检索 方法 和 工具 


(1) 现 有 的 检索 工具 [57.581 
常用 的 串联 质谱 检索 工具 如 表 16.5 所 示 , 这 些 检索 工具 有 的 可 从 网 上 获得 ,有 的 绑 
定 在 质谱 仪 软件 中 可 供 使 用 。 我 们 实验 室 常 用 的 是 SEQUEST 软件 , 它 与 Finnigan 公司 
的 质谱 仪 整 合 ,因而 可 以 直接 识别 原始 图 谱 , 而 在 网 上 使 用 的 软件 则 需 从 原始 图 谱 中 抽取 
峰 信号 后 使 用 。 
表 16.5 常用 的 串联 质谱 检索 工具 


软件 名 称 网 址 

SEQUEST Fields. scripps. edu/sequest 
Mascot Www. matrixscience. com 
PepFrag Prowl. rockefeller. edu 


ProteinProspector Prospector. ucsf. edu 


(2) SEQUEST 使 用 方法 
中 先 在 Bioworks 软件 中 打开 一 个 原始 图 谱 (Raw Data) 。 
@O 在 Action 栏 点 击 TurboSEQUEST Search, 即 出 现 检 索 参 数 ( 图 16.7)。 





图 16.7 SEQUEST 检索 界面 


@ 选 择 Basic 参数 , 见 图 16.8。 

Scan limits: 选择 用 于 检索 的 扫描 数 。 

MVW Range: 选择 用 于 检索 的 肽 分 子 质量 范围 。 

Threshold: 选择 用 于 检索 的 信号 下 限 。 

Database: 选择 数据 库 。 

Options: 选择 数据 库 的 性 质 。 

Enzyme: 选择 使 用 的 蛋白 酶 。 

Number of internal cleavage sites: 选择 可 能 遗漏 的 酶 切 位 点 数 。 
5 22， 











图 16.8 Basic 参数 选择 


四 选择 Advanced 参数 (图 16.9) ,一 般 可 使 用 默认 值 。 可 根据 需要 选择 的 参数 有 : 
Precursor Mass: 母 离子 分 子 质 量 差异 在 此 范围 内 可 视 为 同一 种 离子 ,可 合并 检索 。 
Minimum Group Count: 合并 检索 组 的 最 小 值 。 
Minimum Ion Count: 用 于 检索 的 最 少 离子 个 数 。 

tide: 用 于 检索 的 肽 分 子 质 量 误差 。 


furbosEQUEST Search Pararneter 





16.9 Advanced 参数 选择 


@ 选 择 Modification 参数 (图 16.10) 
Static: 选择 固定 修饰 。 
Differential: 选择 可 变 修饰 。 
在 SEQUEST 软件 中 ,通过 实验 数据 与 理论 数据 的 相关 性 (cross correlation ) 分 析 就 
可 以 鉴定 蛋白 质 。 表 16.6 为 一 个 胶 内 蛋白质 的 部 分 数据 库 鉴 定 结果 。 
"823.，。 
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TurbosEQUEST Search Parameters 


太 一 | sEQuEsT queuoj 


光 meeadn ER [下 一 
C-terminus peptide 时 _0.0000 厢 
半 c-terminus prctein 






























图 16.10 “ Modification 参数 选择 


表 16.6 蛋白 质 的 部 分 数据 库 鉴 定 结果 示例 


File MassI “MassA ” Xcorr ”DelcCn Sp RSsp Ions* Reference Sequence 
2D-14.0974.0989.2 1543.9 1543.8 5.0044 ”0.535 ”2032.8 1 21428 TIPIS HUMAN (R)KQSLGELIGTLNAAK 
2D-14.0992.0995.2 1416.1 1415.6 ”2.3091 0.261 55380 1 14426 TIPIS HUMAN (K)QSLGELIGTLNAAK 
2D-14.1007.1010.2 15$16.3 “15$13.7 1.1S31 0.041 90.8 65 7L24 SECAHUMAN (R)DGLLARRDALREK 


(K)VPADTEVYV 
2D-14.1022.1037.2 2192.8。” 2193.4 5.6444 ”0.657 “1167.4 1 24438 TIPEIS HUMAN 
Cx APPITAYIDFAR 
(K)VAHALAEGL 
2D-14.1040.1049.2 1808.7 1809.1 6.1178 0.609 ”3068.3 1 27434 TITPIS HUMAN 
GVIAC* IGEK 


2D-14.1055.1088.2 1603.0 1603.9 4.5333 ”0.540 ”1501.7 1 20428 TITPEIS HUMAN (K)VVLAYEPVWAIGTGK 


1.IPIS HUMAN 152 (14,0,0,0,0) 1 10 13 22 23 27 28 31 34 36 38 39 42 44 48 | 
2.HILIV2U272007 220150.05050) 1 2 
3.S39621 22 (1,0,0,0,0) ! 26 | 


第 一 列 为 文件 名 ; MassI 和 MassA 分 别 为 肽 段 的 实验 分 子 质 量 和 理论 分 子 质 量 ; 
Xcorr 为 相关 性 分 析 的 分 数 (Score)。 分 数 越 高 ,表明 实验 数据 和 理论 数据 越 接近 ;DelCn 
为 相关 性 最 高 的 两 个 检索 结果 之 间 的 Xcorr 差 值 ;Sp 为 MSVMS 丰 度 最 高 的 200 个 离子 
与 理论 离子 比较 的 初步 分 数 ;RSp 为 由 初步 分 数 获得 的 序列 的 排列 顺序 ; Ions 为 实验 所 检 
测 到 的 离子 和 理论 应 有 的 离子 ; reference 为 肽 序列 的 参考 号 ;MH 为 实验 肽 段 离子 分 子 
质量 ,Sequence 为 肽 序列 。 表 中 还 列 出 了 综合 检索 到 的 蛋白 质 , 及 其 排列 顺序 和 分 数 。 


(三 ) 序列 标签 法 鉴定 蛋白 质 


Mann 等 发 展 了 根据 序列 标签 来 搜寻 肽 段 的 方法 5。 在 MSVMMS 或 PSD 对 肽 段 的 
序列 分 析 中 ,通常 获得 的 是 部 分 序列 ,特别 是 肽 链 中 段 的 序列 ,根据 肽 段 的 部 分 序列 和 序 
列 两 端的 肽 质量 ,可 以 对 肽 段 进行 鉴定 。 可 使 用 的 软件 有 PepSea。 
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(四 ) 使 用 检 索 工 具 的 注意 事项 


参数 的 选择 是 重要 的 ,会 影响 到 蛋白质 鉴定 的 结果 ,需要 注意 的 有 下 述 几 个 方面 。 

@ 选 择 可 能 遗漏 的 酶 切 位 点 数 , 一 般 为 1 一 2 个 , 若 选择 太 多 ,将 导致 理论 库 的 内 容 增 
多 ,降低 了 准确 性 。 

@ 修 饰 种 类 的 选择 ,一般 半 胱 氨 酸 会 被 烷 基 化 ,属于 固定 修饰 。 可 变 修 饰 也 不 宜 选择 
太 多 ,因为 会 提高 匹配 的 难度 。 

图 肽 分 子 质量 误差 范围 ,这 是 影响 检索 结果 的 关键 因素 之 一 ,而 且 与 实验 图 谱 质 量 相 
关 , 是 不 容易 把 握 的 参数 , 若 实验 误差 较 大 ,而 用 于 检索 的 误差 范围 小 ,就 得 不 到 分 数 较 高 
的 检索 结果 ; 若 实验 误差 小 ,用 于 检索 的 误差 范围 大 , 则 匹配 的 结果 太 多 ,同样 影响 查询 结 
果 的 可 信和 度 。 

图 用 于 查 库 的 分 子 质量 ,尤其 是 MALDITOF-MS 图 谱 中 的 信号 很 庞杂 , 肽 信号 、 杂 
质 、 基 质 等 混杂 后 可 能 到 达 上 万 个 峰 , 而 由 于 检索 查 库 的 信号 只 有 几 个 到 几 十 个 ,往往 会 
选择 分 辩 率 和 强度 较 好 的 信号 ,作为 用 于 查 库 的 分 子 质量 。 但 即便 如 此 ,仍然 有 一 些 “ 假 
峰 " ,如 蛋白酶 自 酶 解 峰 、 角 蛋白 污染 后 的 酶 解 峰 。 因 此 ,需要 在 查 库 时 进行 甄别 ,消除 这 
些 干 扰 。 


(五 ) 蛋白 质 故 定 的 结果 评价 


通过 上 述 方法 在 数据 库 中 可 以 查 到 和 蛋白质 的 全 序列 ,以 及 质谱 检测 肽 段 的 覆盖 率 
(coverage)。 履 盖 率 越 高 表明 检索 结果 越 可 靠 。 一 般 履 盖 率 为 20% 一 50%。 在 有 
MSVXMS 结 果 的 情况 下 ,由 于 和 蛋白质 序列 有 很 高 的 专 一 性 , 若 覆 盖 率 达到 20% 一 50% , 根 
据 分 子 质量 和 肽 序列 所 查询 结果 将 是 相当 可 靠 的 。 查 询 到 和 蛋白质 全 序列 后 ,通常 应 根据 
其 精确 分 子 质 量 和 等 电 点 ,与 蛋白 质 在 双向 电泳 图 谱 中 的 位 置 进行 对 比 ,进一步 确证 蛋白 
质 的 鉴定 结果 。 

胶 内 蛋白质 酶 解 后 ,并 不 是 所 有 的 肽 段 都 可 以 检测 到 。 至 少 有 如 下 因素 会 影响 到 蛋 
白质 的 覆盖 率 :一 是 蛋白 质 酶 解 效率 和 酶 解 肽 段 的 获得 率 。 这 由 蛋白 质 本 身 的 性 质 决定 ， 
采用 酶 解 与 化 学 裂解 (如 CNBr) 共 同 作用 的 方法 ,可 提高 覆盖 率 !60] ;二 是 蛋白 质 被 修饰 的 
情况 。 这 类 蛋白质 会 出 现 质量 迁移 ,导致 与 数据 库 中 的 理论 肽 谱 不 符合 ,而 未 被 确认 ;三 
是 蛋白 质 很 微量 或 杂质 较 多 ,质谱 分 析 的 信 噪 比 低 , 有 些 分 子 离子 检测 不 到 , 因而 无 法 与 
数据 库 匹 配 。 

目前 质谱 法 检测 的 通常 是 经 考 马 斯 亮 蓝 染 色 的 蛋白 质 ,对 分 析 银 染 蛋白 质 仍 有 一 定 
困难 。 由 于 银 染 蛋 白质 十 分 微量 ,而 且 银 当 会 导致 蛋白 质 的 很 多 位 点 被 不 可 逆 地 修饰 和 
封闭 , 酶 解 十 分 困难 。 


二 多 肽 从 头 测序 


仅 根 据 多 肽 在 质谱 中 的 碎片 信息 解析 未 知 序列 ,目前 还 存在 困难 :一 是 因为 质谱 仅 获 

得 碎片 ,无 法 分 辨 b 离子 和 y 离子 ;二 是 由 于 除了 b 离子 和 y 离子 以 外 ,其 他 离子 的 存在 

对 序列 解析 有 于 扰 ;三 是 由 多 肽 断裂 不 完全 ,造成 离子 系列 不 连续 ,难以 确定 某 些 氨基 酸 。 
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目前 常用 的 质谱 测序 方法 大 多 依赖 于 蛋白 质数 据 库 。 测 定 未 知 肽 序列 , 称 为 de xzovro 
sequencing, 即 所 谓 " 从 头 测序 ” 从 头 测序 可 根据 质谱 碎片 图 用 软件 推导 ,这 一 方法 将 在 生 
物 信息 学 一 章 中 详细 阐述 。 在 此 介绍 化 学 衍生 标记 法 ,化 学 衍生 标记 法 有 如 下 几 种 策略 。 


1. 质量 偏 移 法 


将 多 肽 的 N 端 或 C 端 标 记 , 通 过 质量 偏 移 区 分 b 离子 和 y 离子。 有 人 采用 酯 标记 肽 
C 端 ,通过 质量 偏 移 区 分 b 离子 和 y 离子 [4J。Cagney 等 人 !@ 则 采用 O- 甲 基 异 脲 将 胰 蛋 
白 酶 解 肽 段 中 的 Lys 衍生 成 高 精 氨 酸 (homoarginine) , 与 未 衍生 的 肽 段 1:1 混合 后 ,通过 
C 端 Lvs 的 质量 偏 移 , 确 定 C 端 离子 。 还 发 展 了 稳定 同位 素 挫 人 法 ,Horiuchi 等 [6] 在 进 
行 蛋白 质 胰 和 蛋白酶 酶 解 时 ,用 1:1 的 了 OAEEO 作 为 溶剂 ,在 酶 解 肽 段 的 C 端 同 时 有 
O5 和 O" ,在 形成 碎片 时 ,同时 有 这 两 种 氧 原 子 的 离子 为 C 端 离子 (图 16.11 六 











O Trypsin Or- Trypsin 
Glu-C Glu-C 
沽 .二 好 Eee NS 3 直 昌 区 昌 基 .到 
全 训 H2O1 一 全 全 H5OI R 
Ser- 酶 


图 16.11 卫 O 中 蛋白 质 胰 和 蛋白酶 酶 解 过 程 


2. 单 向 离子 增 抑 法 


除了 质量 偶 移 法 以 外 , 另 一 种 思路 是 在 形成 质谱 图 时 就 只 看 到 单 向 离子 (b 离子 或 y 
离子 ) ,只 需 从 一 端 便 可 推导 出 肽 序列 。 主 要 的 方法 是 将 肽 的 N 端 或 C 端 衔 生 使 其 电荷 
达到 增强 或 削弱 ,引入 正 电荷 和 负电 荷 均 可 6 。 在 正 离子 检测 模式 下 ,引入 带 正 电荷 的 
基 团 ,可 使 某 一 端的 离子 得 到 增强 ,如 引入 四 价 季 和 狠 或 镁 基 团 ; 若 引入 带 负 电荷 的 基 团 , 则 
是 某 一 端的 离子 减弱 甚至 完全 被 抑制 ,如 引入 磺 酸 基 团 。 反 之 ,在 负离子 检测 模式 下 , 引 
入 负电 和 荷 则 增强 ,引入 正 电荷 就 抑制 某 一 端 离子 , 表 16.7 为 目前 所 采用 的 衍生 基 团 及 其 


表 16.7 目前 所 采用 的 衍生 基 团 及 其 原理 
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3. 稳定 同位 素 标记 的 氨基 酸 掺 入 法 


由 于 体外 的 化 学 修饰 有 一 定 的 缺陷 (如 反应 效率 问题 ) ,普遍 有 副 反 应 而 增加 了 图 谱 
解析 的 难度 等 。 另 外 ,一 些 研究 组 尝试 在 细胞 培养 时 ,就 将 已 将 用 同位 素 标记 的 氮 基 酸 扒 
和 ,因此 ,在 合成 出 的 蛋白 质 中 ,就 带 有 同位 素 标记 的 氨基 酸 。Gul771 等 人 选择 S0% 4 个 
D 标记 的 Lys(Lys-d4) 挫 人 ,使 所 有 各 白质 中 的 Lys 都 以 等 量 的 Lys-d0 和 Lys-d4 形式 存 
在 ,由 于 胰 蛋 白 酶 酶 切 位 点 即 在 Lys 的 C 问 。 因 此 ,在 蛋白 质 酶 切 图 谱 中 ,形成 了 C 端 被 
差异 标记 的 肽 段 , 从 而 达到 了 分 辨 b 离子 和 y 离子 的 目的 。 这 一 方法 的 最 大 缺陷 在 于 仅 
能 用 于 培养 细胞 , 而 不 能 用 于 组 织 。 


第 四 节 “质谱 前 蛋白 质 或 多 肽 样品 制备 方法 和 关键 步骤 


六 要 一 个 二 


质谱 前 蛋白 质 或 多 肽 样品 准备 主要 根据 纯化 系统 是 凝 胶 系 统 还 是 非 凝 胶 系 统 , 分 析 
系统 是 MALDI-MS 还 是 ESIMS, 其 中 又 以 凝 胶 系 统 的 MALDI-MS 或 ESI-MS 样品 准备 
技术 要 求 相 对 较 高 , 非 凝 胶 系 统 的 MALDI-MS 或 ESI-MS ,无 论 是 完整 蛋白 质 分 析 还 是 
混合 蛋白 质 (包括 单个 纯 蛋 白质 ) 酶 解 后 质谱 的 样品 准备 技术 要 求 在 本 书 其 他 章节 将 有 详 
细 描 述 。 而 HPLC 与 ESI-MS 的 联 用 ,样品 的 脱盐 浓缩 也 基本 实现 在 线 和 自动 化 。 目 前 
只 有 普遍 采用 的 从 凝 胶 到 MALDI-MS 系统 的 样品 准备 技术 还 多 少 依赖 人 工 操作 ,在 此 重 
点 介绍 质谱 分 析 前 样品 准备 的 整体 思路 和 具体 步骤 。 

凝 胶 系统 一 般 为 1-D gel 或 2-D gel, 胶 上 分 离 的 蛋白 质点 可 以 转移 到 膜 上 (如 PVDF 
膜 ) 进 行 膜 上 酶 解 , 也 可 以 胶 内 酶 解 ,虽然 二 者 同样 有 效 ,但 胶 内 酶 解 更 为 方便 ,上 且 灵敏 度 
较 高 ,有 利于 低 丰 度 蛋 白质 的 鉴定 以 及 后 续 的 肽 段 碎片 分 析 ( 如 PSD 或 MSMMS)078]。 


《一 ) 质谱 前 的 样品 纯化 \ 浓 缩 


虽然 MALDIMS 可 以 容忍 一 定 限 度 的 盐分 去 污 剂 等 ,但 对 样品 结晶 有 很 大 影响 以 
及 在 离子 化 过 程 中 形成 加 合 物 ,将 增加 数据 处 理 的 复杂 度 ,也 会 降低 信 噪 比 , 影 响 结 果 的 
可 靠 性 ,Zip Tip 是 纯化 浓缩 蛋白 质 和 肽 段 的 理想 工具 ,为 蛋白 质 组 学 实验 室 所 必 备 , 关 
于 具体 的 实验 步骤 , 详 见 相关 章节 。 

当前 关注 的 焦点 是 MALDI-MS 质谱 前 的 样品 处 理 的 自动 化 及 怎样 提高 整个 样品 前 
处 理 的 效率 。 在 设备 方面 已 有 一 些 改进 ,如 Millipore 公司 的 ZipPlate Micro-SPE Plate, 蛋 
白质 酶 解 . 脱 盐 浓缩 样品 在 同一 盘 中 ,无 需 样品 转移 等 繁琐 步骤 ,减少 了 损失 , 提高 了 有 蛋 
白质 鉴定 的 成 功率 和 氨基 酸 的 序列 覆盖 率 。 

为 了 满足 蛋白 质 组 学 中 低 丰 度 蛋 白质 的 检测 与 分 析 , 新 的 自动 化 在 线 的 样品 准备 方 
案 不 断 得 到 发 展 ,瑞典 Lund 大 学 Marko-_Varga 等 人 [7?,80J] 做 了 有 益 的 尝试 ,他 们 研制 开发 
的 微量 纯化 硅 芯 片 技 术 (silicon microextration chip,SMEC) 不 仅 减 少 了 人 工 操作 的 步骤 ; 
而 且 减 少 了 层 析 填 料 的 使 用 量 ,并 且 可 重复 使 用 ,节约 了 实验 费用 ,SMEC 甚至 可 以 作为 
固化 微 芯 片 酶 反应 器 (immobilized microchip enzyme reaction, IMER ) (与 蛋白 质 纯 化 中 的 
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柱 上 复 性 有 异曲同工 之 妙 ) ,同时 对 样品 洗 脱 时 产生 的 散 逸 问题 进行 了 研究 。 
(三 ) 染色 方法 与 质谱 分 析 的 兼容 性 ' 


1. 传统 的 染色 方法 


在 蛋白 质 组 学 领域 中 广泛 应 用 的 是 考 马 斯 亮 蓝 染色 法 和 银 染 法 。 考 马 斯 亮 蓝 染色 法 
较为 灵敏 ,可 以 达到 微克 级 检测 水 平 ;具有 线性 的 动力 学 范围 ,非常 适合 定量 ,这 一 点 相当 
重要 ;易于 使 用 并 且 与 质谱 分 析 的 兼容 性 相当 出 色 ,这些 都 使 其 成 为 常规 染色 的 首选 。 遗 
憾 的 是 ,微克 级 的 检测 水 平 使 它 无 法 检测 到 相当 多 的 低 丰 度 蛋白 质 , 日 益 成 为 蛋白 质 组 学 
的 瓶颈 。 

银 染 法 比 考 马 斯 亮 蓝 染色 法 灵敏 约 100 倍 ,检测 限度 可 达 纳 克 级 水 平 ,被 广泛 应 用 于 
各 蛋白 质 组 学 实验 室 ,但 是 并 非 完全 符合 线性 动力 学 ( 仅 在 100 一 150ng 范围 内 符合 ) 导 致 
蛋白 质 差异 显示 的 不 准确 性 ,给 后 续 分 析 及 鉴定 带 来 一 定 的 实际 困难 ,实验 操作 中 使 用 的 
银 离子 及 成 二 醛 影响 胶 内 蛋白 质 酶 解 ,降低 了 蛋白 质 质谱 分 析 的 氨基 酸 序列 覆盖 率 。 

我 们 实验 室 蛋白 质 ( 考 马 斯 亮 蓝 染色 ) 鉴 定 的 成 功率 为 60% 一 80% , 远 高 于 蛋白 质 
( 银 染 ) 鉴 定 的 成 功率 (为 30% 一 60% )。 鉴 于 此 ,我 们 也 在 不 断 发 展 新 的 方法 ,以 提高 银 
染 鉴定 的 成 功率 ,改进 的 无 成 二 醛 银 染 法 [81 和 IOJ483] 脱 色 法 将 会 降低 不 利 因素 带 来 的 
影响 。 


2. 荧光 染色 法 55 


虽然 荧光 染色 应 用 到 蛋白质 组 学 研究 的 时 间 不 长 ,但 其 突出 的 优点 和 广泛 的 应 用 前 
景 冲击 着 传统 的 染色 方法 ,从 事 蛋 白质 组 学 实验 的 研究 人 员 将 是 最 大 的 受益 者 。 菊 光 染 
料 有 多 种 ,其 中 以 Sypro 染料 最 为 引 人 注 目 ,荧光 染色 法 与 银 染 法 同样 具有 高 灵敏 度 ,但 
克服 了 银 染 法 的 一 些 缺 点 ,染料 与 蛋 白 质 非 共 价 结合 ,减少 了 对 酶 解 及 质谱 分 析 的 影响 ， 
极 大 地 提高 了 氨基 酸 序列 覆盖 率 , 同 时 具有 宽广 的 线性 动力 学 范围 (2 一 2 000ng) ,这 使 得 
低 丰 度 蛋白 质 的 检测 和 精确 的 蛋白 质 定量 更 为 准确 简便 。 但 是 由 于 荧光 染色 法 要 求 使 
用 昂贵 的 仪器 和 试剂 ,延缓 了 其 在 蛋白 质 组 学 中 的 推广 速度 。 


〈 四 ) 天 于 酶 目 解 梯 和 角 蛋 的 污染 


首先 ,要 尽量 降低 自 酶 解 ,减少 角 和 蛋白 的 污染 , 因 它 们 "额外 "的 肽 段 会 干扰 质谱 检测 
得 到 的 数据 的 分 析 ,主要 的 预防 措施 如 下 所 述 。 
J 使 用 TPCK-Trypsin( 测 序 级 )。Promega 和 Roche 公司 均 有 较 好 产品 。 
@O) 在 加 酶 使 胶 块 吸 胀 后 ,一 定 要 去 掉 多 余 酶 液 ,不 要 认为 这 样 会 影响 酶 解 的 效率 。 
GO) 酶 解 时 间 不 宜 过 长 ,不 要 超过 24h。 
由 电泳 的 玻璃 板 、 染 胶 的 器 严 等 用 前 应 洗 净 。 
@) 所 用 试剂 和 溶液 的 纯度 要 高 ,以便 达到 质谱 分 析 的 要 求 。 
@) 尽量 使 用 干净 的 乳胶 手套 和 洁净 的 EP 管 及 Millipore H2O。 
@) 尽量 减少 不 必要 的 操作 步骤 ,简化 操作 程序 。 
@ 要 有 一 个 洁净 的 操作 环境 。 
"” 329 。 


尽管 如 此 ,有 时 自 酶 解 和 角 和 蛋白 的 污染 还 是 难以 避免 的 ,那么 有 必要 在 数据 存储 时 将 
其 剔除 ,提高 搜 库 的 有 效 性 和 准确 性 ,同时 它们 也 可 以 作为 内 标准 物 校 准 仪器 (Porcine 
Trypsin:842.5100 和 2211.1046,M+ H- ) ,相对 外 标准 物 有 更 高 的 精确 度 。 表 16.8 和 表 
16.9 分 别 表示 猪 和 牛 胰 和 蛋白酶 自 酶 解 理论 肽 谱 ( 中 性 ,相对 分 子 质量 值 )。 猪 和 牛 胰 蛋 白 
酶 的 全 序列 参考 http: /biochem. roche. com/pack-insert/1418475a. pdf 以 及 文献 [86]。 

常见 的 对 质谱 影响 较 大 的 角 蛋 白 有 以 下 4 种 : 角 蛋 白 1( 皮 肤 )、 角 蛋白 2E( 头 皮 居 )、 
角 和 蛋白 9( 皮 肤 ) . 角 蛋 白 10( 头 皮 导 )。 详 情 请 参见 网 址 http: /Awww. matrixscience. comy 
Help Topic Index:Protein chemistry 中 autolysis 和 contaminants 选项 。 


表 16.8 猪 胰 蛋 和 白 酶 自 酶 解 理论 肽 谱 


相对 分 子 质量 位 置 #MC 肽 序列 

3012.3164 171 一 200 0 DSCQGDSGGPVYVCNGQLQGI VSWGYGCAGQK 
2282.1729 70 一 89 0 IIITHPNFNGNTLDNDIMLIK 
2210.0967 530 一 69 0 LOEHNIDVLEGNEQFINAAK 
21537.0234 150 一 170 0 SSYPGQITGNMICVGFLEGGK 
1767.7920 108-125 0 SCAAAGTECLISGWGNTK 
1735.8352 2 二 23 0 VCNYVNWIQQTIAAN 
1468.7232 126 一 要 7 0 NSOSSYFSLLQCLK 
1044.3564 9 一 办 0 LSSPATLNSR . 
1005.4801 140 一 149 0 APVLSDSSCK 

905.4970 201 一 208 0 NKPGVYTK 

841.5021 100 一 107 0 VATIVSLPR 

514.3227 46 一 49 0 IQVR 

261.1437 44 一 45 0 SR 


表 16.9 和 牛 胰 蛋 白 酶 自 酶 解 理 论 肽 谱 


相对 分 子 质量 位 置 井 MC 肽 序列 
2551.2410 中 二 下 3? 0 VASISLPTSCASAGTQCLIS GWGNTK 
2272 寻 S24 70 一 89 0 SIVHPSYNSNILNNDIMLIK 
2192.9870 150 一 170 0 SAYPGQITSNMFCAGYLEGGK 
2162.0491 530 一 69 0 LGEDNINVVEGCNEQFISASK 
1494.6079 171 一 186 0 DSCQGDSGGPVVCSGK 
1432. 7133 187 一 200 0 LQGIVSWGSGCAQK 
1152.3662 1 26 一 雹 6 0 SSGTSYPDVLK 
1110.3532 209 一 2417 0 VCNYVSWIK 
1019.4957 140 一 149 0 APILSDSSCK 
905.4970 201 一 208 0 NKPGVYTK 
804.4090 92 一 多 0 SAASLNSR 
658.3762 44 一 49 0 SGIQVR 
632.3129 2 二 223 0 QTIIASN 
362. 1988 la7<139 0 CLK 
259.1896 90 一 91 0 LK 
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(五 ) MALDI-MS 基质 的 选择 


1. 基质 的 作用 及 选择 
基质 的 使 用 是 MALDI 这 一 软 电离 技术 的 关键 ,各 种 基质 都 有 相应 的 应 用 范围 ( 表 
16.10) ,不 同 的 生物 样品 只 有 在 相应 的 基质 辅助 下 ,才能 更 好 地 离子 化 ,进入 MALDI 质 
谱 分 析 。 
表 16.10 基质 的 种 类 及 应 用 范围 


基 质 分 子 质量 /Da 应 用 

了 ioepie 证 车 其 攻 500066)i 关 ;站 还 化合 物 
acid,HCCA) 
3,5- 二 甲 氧 基 - 4 -羟基 肉桂 酸 (sinapinic acid, SA, or 5 记 肽 和 大 蛋白 质 (3 000 一 150 000Da ) , 糖 
trans-3,S-dimethoxy-4-hydroxycinnamic acid) 蛋白 , 膜 蛋白 
2,5- 二 羟基 苯 甲 酸 (gentisic acid,or 2,5$-dihydroxy ben- 2 肽 ,蛋白 质 , 碳 水 化 合 物 , 糖 蛋 白 , 糖 脂 ， 
zoic acid,DHB) 聚合 物 ,有 机 分 子 

”3 -羟基 吡啶 甲酸 (3-hydroxypicolinic acid,HPA) 139.03 朝 核 苷 酸 (>3 500Da) 


2,4,6 -三 羟基 葵 乙 酮 (2,4, 6-trihydroxyacetophenone， 
THAP) 


168.00 朝 核 苷 酸 (<3 500Da) 


2,6- 二 羟基 茉 乙 酮 (2,6-dihydroxyacetophenone;DHAP) 1$2.05S 糖 蛋 白 , 糖 肽 ,磷酸 化 肽 


2. 基质 的 结晶 


在 点 样 前 , 须 注意 :配制 饱和 基质 溶液 (对 于 HCCA,S 一 10mg:ml) ,以 吸收 足够 的 能 
量 解 吸附 ;基质 与 被 分 析 物 一 定 要 混 匀 ,以 利于 单 分 子 解吸 。 基 质 的 结晶 状态 可 以 用 显 微 
镜 或 摄像 头 ( 仪 器 配备 ) 监 控 , 各 种 基质 的 结晶 如 图 16.12 一 图 16.14( 各 种 基质 的 结晶 ， 
态 因 被 分 析 物 的 不 同 可 能 有 所 改变 )。 





16.12 HCCA 的 结晶 图 16.13 SA 的 结晶 图 16.14 DHB 的 结晶 


(六 ) 胶 内 酶 解 方法 [87] 
1. 操作 步骤 


@ 用 手术 刀片 切 下 胶 上 目标 条 带 (或 用 自制 切 点 器 切 下 感 兴 趣 的 点 ), 置 于 EP 管 中 
( 胶 块 切 成 约 lmnm 大 小 ) ,同时 切 下 空 的 胶 块 作 对 照 。 

@ 加 入 200 一 400Ml 100mmolML NEH4HCO3M30% ACN 脱色 ,清洗 至 透明 ,去除 上 清 ， 
冻 干 (脱色 液体 积 过 量 为 好 ,脱色 至 透明 ,不 必 担 心 蛋 白质 的 损失 ,因为 完整 蛋白 质 在 此 条 
件 下 很 难 被 洗 脱 )。 

( 若 为 银 染 )[88 取 30 一 507l 30mmolML K3Fe(CN)6:100mmolML NaaSO; =1:1( 体 积 
比 ) 加 入 胶 块 内 , 洗 至 蛋白 质点 棕色 消失 ,去 除 上 清 ,立刻 加 200 岂 水 终止 反应 ,10min 后 ， 
去 除 上 清 ,再 加 入 100Ml 100mmoelLL NEH4HCO; , 静 置 20min, 去 除 上 清 。 

@) (若是 2-D 胶 , 则 跳 至 第 8 步 ) 每 管 加 入 90 岂 100mmolML NEH4AHRCO3 , 10Ml 
100mmol[L DTT,56 孵育 30min, 还 原 蛋 白质 (溶液 体积 应 过 量 , 若 温度 为 室温 ,反应 时 
间 相 应 延长 至 1 一 2h)。 

@ 去 上 清 ,每 管 加 100wl 100%ACN,Smin 后 吸 去 。 

@) 每 管 加 入 70Mwl 100mmolML NEHAHCO; ,30l 200mmolML IAA( 现 配 , 避 光 保存 ) , 暗 
处 反应 20min。 

@ 去 上 清 ,每 管 加 入 100wl 100mmolL NEH4HCO; ,室温 反应 1Smin。 

@O) 去 上 清 , 加 入 100 100%ACN,Smin 后 吸 去 , 冻 干 。 

冻 干 后 ,各 加 入 $ul 2.5 一 10ngMl Trypsin 溶液 , 置 于 4C 冰 箱 30 一 60min, 使 胶 块 
充分 吸 胀 ( 若 仍 有 剩余 液 , 吸 出 打 掉 )。 需 注意 :50ng 酶 量 基 于 考 染 一 块 胶 lmg 的 上 样 量 ， 
12.Sng 基于 银 染 一 块 胶 100uwg 的 上 样 量 。 上 样 量 增加 , 酶 量 同 比 增加 , 酶 与 被 分 析 和 蛋白 
质 质量 比 一 般 为 1:20 一 1:100[89,90] 。 

@) 再 加 入 20 一 30 岂 左右 S0mmol[L NEH4HCO3 缓 冲 液 ( 无 Trypsin),pH 7.8 一 8.0 
(Promega) 。 绥 冲 液体 积 视 胶 块 体积 而 定 ,一 般 没 过 胶 块 20 则 l 左右。 

人 0 377 反 应 过 夜 ,20h 左右 。 

@ 吸出 酶 解 液 ,转移 至 新 EP 管 中 , 原 管 加 入 100wl 60% ACNA0.1%TFA, 超声 
1S$min, 吸 出 溶液 ,并 人 前 次 溶液 ,反复 抽 提 3 次 ,合并 , 冻 干 。 

@ 样品 制备 完成 ,可 以 复 溶 ,点 样 ,进行 质谱 分 析 。 


2. 注意 事项 


J 大 样品 种 类 较 多 ,应 将 离心 管 编号 ,样品 对 号 人 管 。 

GO 考 染 方案 各 注释 均 适 用 于 银 染 方案 。 

G) 整个 操作 过 程 应 注意 角 和 蛋白 等 的 污染 。 

由 佩带 一 次 性 乳胶 手套 ,使 用 洁净 的 离心 管 及 Millipore HzO。 
@ 不 同 公司 的 酶 ,最 适 pH 范围 不 同 , 需 调节 pH 值 。 


2， 


(七 ) 样品 纯化 浓缩 Zip Tip 万 案 
1.Zip Tip 操作 步骤 


@ 润 湿 Cs 介质 。 

@ 平 衔 Zip Tip 枪 头 。 

@) 捆绑 肽 段 或 蛋白 质 。 

四 洗 去 盐分 和 残留 物 。 

@) 洗 脱 被 纯化 的 肽 段 或 蛋白 质 。 


2. 使 用 Zip Tip Cis 枪 头 时 要 求 的 溶液 

润 湿 液 :30% ACN Milli-Q 级 水 配制 。 

样品 准备 液 :0.1% TFA Milli-Q 级 水 配制 ,样品 液 PH< 4。 
平衡 液 :0.1% TFA Milli-Q 级 水 配制 。 

洗 杂 液 :0.1% TFA Milli-Q 级 水 配制 。 

洗 脱 液 :0.1% TFA/X50% ACN。 


3. 不 同 介质 的 Zip Tip 对 不 同 分 子 质 量 范 围 的 肽 段 或 蛋白 质 的 捆绑 效率 





ZipTip Cis 
ES ZipTip C4 
分 子 质量 /Da 
0 S0 000 100 000 
已 ” ] 效果 最 佳 
ES 不 太 理想 
不 推荐 


4. 说 明 


有 关 ZipTip 使 用 的 详细 说 明 , 见 网 址 www. millipore: comyziptip ,一 般 前 面 胶 内 酶 解 
冻 干 的 样品 用 上 面 介 绍 的 样品 准备 液 3Jl 复 溶 (若是 多 块 胶合 并 产物 ,适当 增加 ,但 不 易 
过 多 ,因为 ZipTip 的 容量 只 有 10M; 若 冻 干 样品 不 是 胶 内 产物 ,样品 量 较 多 ,要 适当 稀释 ， 
因 ZipTip 有 一 定 的 载 量 ,Cis1.0wg, 最 大 为 $.0wg,C: 三 0.Swng, 最 大 为 3.3wg) ,通过 以 
上 介绍 的 脱盐 方案 ,最终 洗 脱 为 2 岂 的 样品 液 进行 质谱 分 析 。 

因 ZipTip 方案 大 部 分 是 适用 于 手工 操作 的 实验 ,在 操作 时 应 注意 以 下 几 点 : 〇 整个 
操作 过 程 润 湿 体 积 >0.6 岂 ( 因 填 料 为 0.6U) ;OPpH 值 <4;@ 整 个 过 程 绝对 不 能 引入 气 
泡 ;@ 注 意 流 速 ,最 好 速度 均匀 。 


GAN) 样品 -基质 的 准备 方法 


1. Dried-Droplet 法 


样品 -基质 的 准备 方法 对 MALDLMS 的 影响 非常 大 ,在 已 经 报道 的 准备 方法 中 ， 
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Dried-_Droplet 法 被 广泛 应 用 (本 中 心 实验 室 也 以 此 为 主 )。 在 这 个 方法 中 ,饱和 的 基质 溶 
液 与 被 分 析 物 溶液 混合 (比例 大 约 为 5 000:1),0.5 岂 一 2 由 混合 液 被 点 在 靶 体 上 (本 中 心 
为 BrukerDaltonics Scout 384 ) ,让 其 自然 干燥 。 

下 面 是 此 法 的 一 个 具体 的 例子 。 

@ 称 取 0.001gCHCA 基质 装 人 洁净 的 EP 管 中 。 

@ 在 此 EP 管 中 加 入 200 由 0.1% TFA/XS0% ACN 溶液 , 混 匀 ,离心 。 

@@ 取 1 已 饱和 基质 溶液 与 1 样品 液 ( 参 考 浓度 约 为 1.0pmol[L) 混 合 均匀 。 

田 取 1 以 混合 液 用 加 样 枪 点 在 靶 体 盘 上 (注意 不 要 有 气泡 , 枪 头 也 不 要 接触 靶 体 表 
面 )。 

@ 在 洁净 的 环境 中 让 其 自然 挥发 (在 未 结晶 之 前 不 要 晃动 )。 


2. 其 他 准备 方法 


在 Thin-Layer 法 [91,92] 中 ,均一 的 基质 层 首先 在 靶 体 上 形成 ,然后 样品 加 在 其 上 ,这 种 
方法 有 很 高 的 灵敏 度 、 分 辨 率 和 精确 度 。 类 似 地 ,在 Thick-Layer 方 法 [9] 中 ,硝化 纤维 被 
用 作 基 质 辅助 物 , 当 均一 的 硝化 纤维 -基质 层 形成 后 ,样品 应 用 其 上 ,这 种 准备 方法 抑制 了 
碱 性 加 合 物 的 形成 ,明显 提高 了 检测 的 灵敏 度 ,特别 是 对 胶 内 抽 提 的 蛋白 质 和 肽 。Sand- 


wich 法 [5 则 是 另 一 种 “ 变 体 ”, 按 Thin-Layer 法 基质 晶 膜 形成 后 ,再 滴 加 TEA、 样 品 和 基 王 


质 。 


上 述 的 方案 基本 都 已 经 流程 化 ,总 的 来 看 ,MALDI 质谱 对 样品 准备 的 要 求 最 高 , 影 时 


响 因素 也 最 多 ,基质 的 选择 基质 溶液 的 组 分 和 浓度 、 基 质 溶液 的 pH 值 以 及 样品 基质 共 
结晶 的 速度 等 '%4,%5] 在 一 定 程 度 上 影响 MALDI 质谱 分 析 的 结果 ,要 对 研究 样品 达到 最 好 
的 分 析 效果 ,相关 操作 人 员 不 仅 要 了 解 MALDI 质谱 的 原理 ,还 要 对 样品 的 准备 过 程 有 深 
和 的 理解 并 熟练 操作 。 操 作 人 员 与 样品 提供 者 之 间 的 交流 也 是 相当 重要 而 有 益 的 。 以 下 
信息 ,如 分 子 质 量 、 等 电 点 \ 样 品 量 ( 若 不 是 冻 干 品 ,溶剂 和 浓度 ) 和 纯度 、 样 品 的 纯化 过 程 
和 来 源 等 都 是 有 益 的 。 


〈 九 ) 买 验 罕 酶 解 标 准 化 的 控制 


为 了 对 实验 过 程 进行 有 效 的 监控 ,用 B-casein(Sigma 公司 ) 进 行 胶 内 溶液 内 酶 解 与 
LCQ(CThermo Finnigan 质谱 仪 ) 质 谱 测试 , 结 果 如 表 16.11 和 表 16.12。 
表 16.11 有 -casein 胶 内 酶 解 LCQ 质谱 测试 结果 


品名 ”时 间 小 上 样 量 ”匹配 肽 段 数 (MSVZMS) 查 库 结果 
胶 内 酶 解 18 4pg/ML.3 由 3(855.17/L119.2/1849.1) BRcasein B 
4(729.9/723.9/762.0/811.9) B-casein A2 Variant 
胶 内 酶 解 18 27pg/1.3 岂 4(1964.0/2168.6/2334.4/2462.6) B-casein precursor 
2(855.1/1119.2) B-casein 也 
6(729.9/723.9/811.9/854.1/995.2/2168.6) P case A2 Variant 
胶 内 酶 解 “18 ， 500ng/0.5Jl 3(723.9/762.07/811.9) B-casein A2. Variant 
胶 内 酶 解 18 250ng/0.5 岂 2(762.0X811.9) B-casein A2 Variant 


注 : 关 于 4pg71L.3 册 “7 "之 前 代表 SDS-PAGE 电泳 的 上 样 总 量 ,*/ "之 后 代表 胶 内 酶 解 .ZipTip 纯化 后 质谱 的 上 样 体积 。 
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表 16.12 有 Bcasein 溶液 酶 解 LCQ 质谱 测试 结果 表 


品名 时 间 收 上 样 量 Mtmol 匹配 肽 段 数 (MSVZMGS) 查 库 结果 
溶液 酶 解 12 50 3(729.9/723.9/811.9) B-casein A2 Variant 
溶液 酶 解 16 50 4(729.9[723.9/811.9/2168.6) B-casein A2 Variant 
溶液 酶 解 “21 50 6(611.9/627.8/729.9/723.9/811.9/2168.6) B-casein A2 Variant 
2(1964.0/2168.6) B-casein precursor 
溶液 酶 解 12 500 5(729.9/723.9/762.0/811.9/2168.6) B-casein A2 Variant 
溶液 酶 解 16 500 6(729.9/723.9/762.0/811.9/2043.472168.6) B-casein A2 Variant 
1(2168.6) B-casein precursor 
2(1119.2/1120.4) B-casein B 
溶液 酶 解 ”21 500 7(627.8/729.9/723.9/762.0/811.9/995.2/2168.6) ”BRB-casein A2 Variant 
2(1964.0/2168.6) B-casein precursor 
1(1119.2) B-casein B 


实验 结果 表明 ,B-casein 胶 内 酶 解 以 18h、2wg 上 样 量 为 好 ,结果 6 段 肽 MSVMMS 匹配 
较 好 。B-casein 溶液 酶 解 以 21h、 5300fmol 为 好 , 且 有 7 段 肽 MSVZMS 匹配 较 好 。 以 上 结果 
经 多 次 实验 均 鉴 定 B-casein (Sigma 公司 ) 以 B-casein A2 Variant 为 主要 成 分 。 在 实验 过 程 
中 用 标准 品 进行 全 程 对 照 ,监控 实验 过 程 , 以 提高 实验 结果 的 可 靠 性 。 


和 PS 


质谱 前 样品 的 制备 也 要 根据 所 用 的 仪器 和 研究 者 的 目的 而 定 ,是 ESI 质谱 还 是 
MALDI 质谱 ,是 鉴定 蛋白 质 还 是 对 蛋白 质 的 功能 进行 研究 。 磷 酸化 蛋白 和 糖 蛋白 的 样 
品 制备 异 于 上 述 常 规 样品 制备 方法 ,本 书 另 有 详 述 。 

总 的 来 说 ,质谱 分 析 对 蛋白质 的 总 体 要求 是 “ 质 " 和 量 " 的 概念 ,无 论 是 单个 纯 的 样品 
还 是 复杂 的 混合 样品 都 必须 有 品质 的 保证 , 尽 可 能 避免 污染 、 提 高 被 分 析 物 的 纯度 ,减少 
各 种 非 蛋白 质 组 分 ,例如 不 挥发 盐 ,去 污 剂 等 ;还 有 绝对 量 的 满足 , 尽 可 能 达到 各 类 质谱 仪 
和 常规 检测 分 析 的 下 限 ,以 提高 重 百 质 鉴 定 的 成 功率 和 实验 结果 分 析 的 可 靠 性 。 
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第 十 七 章 蛋白 质 组 研究 中 的 定量 方法 


全 as 币 " me x 


一 概述 


蛋白 质 组 学 的 研究 目的 是 以 大 规模 的 斥 度 研究 细胞 蛋白 质 的 功能 。 依 靠 2-DE 和 质 
谱 技 术 ,蛋白 质 组 的 研究 策略 和 方法 在 细胞 蛋白 质 的 鉴定 上 已 经 比较 成 熟 。 但 是 仅仅 进 
行 鉴定 并 不 能 提供 用 以 半 明 蛋白质 功 能 的 全 部 信息 ,监控 蛋白 质 的 表达 水 平 对 弄 清 细胞 
体内 存在 的 各 种 生物 进程 是 非常 重要 的 。 因 此 ,定量 蛋白 质 组 学 作为 蛋白 质 组 学 研究 的 
重要 组 成 部 分 被 提出 来 。 通 常情 况 下 ,我 们 是 对 两 种 不 同 状态 细胞 的 蛋白 质 差异 表达 进 
行 比较 ,对 蛋白 质 的 定量 不 必 是 检测 其 在 细胞 内 表达 的 绝对 含量 ,而 只 需 对 相对 含量 的 变 
化 进行 准确 的 定量 即 可 。 但 是 ,细胞 内 各 种 蛋白 质 的 丰 度 并 不 单单 在 转录 水 平 上 被 调控 ， 
还 在 翻译 水 平和 翻译 后 修饰 的 水 平 被 调控 ,这 使 得 我 们 不 能 通过 对 体内 的 mRNA 的 丰 度 
进行 检测 来 间接 进行 准确 的 蛋白 质 定 量 , 这 些 无 疑 增加 了 对 蛋白 质 定量 的 困难 。 

当前 ,蛋白质 组 研究 中 比较 成 熟 和 可 信 的 定量 策略 和 方法 主要 有 两 种 。 其 中 之 一 是 
传统 的 建立 在 2-DE 基础 上 的 染料 染色 方法 ,通过 比较 蛋白质 在 不 同 胶 上 的 染色 强度 来 
进行 相对 定量 。 对 有 蛋白质 进行 染色 已 经 不 仅仅 是 为 了 显示 和 蛋白质 的 存在 ,而 且 还 提供 了 
其 表达 水 平 的 信息 。 用 这 类 方法 准确 定量 的 关键 是 找到 灵敏 度 高 、 检 测 动态 线性 范围 大 
的 染料 。 传 统 的 考 马 斯 蓝 染 色 和 银 染 已 经 不 能 满足 准确 定量 的 需求 ,现在 发 展 了 不 少 新 
的 荧光 染料 染色 技术 口 。 例 如 ,利用 两 基 Cy3 和 甲 基 Cy5 分 别 对 两 个 来 自 不 同 蛋白 质 样 
品 进行 荧光 标记 ,以 此 可 在 同一 块 凝 胶 上 显示 两 个 样品 的 差异 。 随 着 最 新 开发 出 来 的 
SYPRO Ruby 等 发 光 金 属 整 合 荧光 染料 的 应 用 ,染色 进行 差异 定量 表达 的 准确 性 将 越 来 
越 高 。 但 是 这 类 方法 存在 着 一 些 弊端 。 价 格 不 菲 的 染料 和 显 色 设备 的 投入 限制 了 进一步 
的 应 用 ;目前 染料 染色 的 准确 性 也 不 尽 如 人 人意, 增加 了 后 续 的 操作 步骤 ,而且 容易 给 后 续 
的 质谱 检测 带 来 干扰 。 最 关键 的 一 点 是 这 种 方法 立足 的 2-DE 平台 带 来 的 弊端 。2-DE 不 
能 检测 出 具有 极端 等 电 点 的 、 分 子 质量 太 大 和 太 小 的 以 及 低 丰 度 的 蛋白 质 以 及 膜 蛋 白 , 而 
且 分 离 的 效果 不 是 很 绝对 ,许多 单一 的 蛋白 质点 包含 了 一 个 以 上 的 蛋白 质 , 因 此 来 定量 就 
勉 为 其 难 了 。 

在 和 蛋白质 组 研究 中 ,第 二 种 定量 策略 是 利用 质谱 检测 技术 。 质 谱 仪器 并 不 能 像 奖 光 
检测 仪 那样 ,检测 到 的 信和 号 强度 对 来 自 单一 样品 的 蛋白 质 并 不 具有 定量 功能 ,因而 不 能 对 
来 自 相 同 肽 段 进 行 两 次 质谱 检测 得 到 的 信号 强度 进行 比较 定量 。 但 是 如 果 我 们 对 来 自 不 
同样 品 的 肽 段 标 上 一 个 内 部 标准 (internal standards) , 使 得 可 以 识别 不 同样 品 来 源 的 肽 
段 , 同 时 标记 好 的 肽 段 的 化 学 性 质 基 本 上 是 一 样 的 ,这 样 就 可 以 确保 同一 次 质谱 扫描 中 两 
者 的 离子 化 效果 是 相同 的 ,此 时 肽 质谱 峰 信号 成 对 出 现 , 质 谱 峰 的 信和 号 强度 就 可 以 作为 定 
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量 的 依据 。 经 常用 到 的 这 个 内 部 标准 就 是 稳定 同位 素 ( 如 D、C 和 ”>N 等 ) 标 记 的 小 分 
子 ,这 些 内 标 分 子 必须 满足 一 定 的 条 件 , 例 如, 不同 样品 来 源 的 肽 段 标记 后 化 学 性 质 是 相 
同 的 ;如 果 与 高 效 液 相 色谱 联 用 ,标记 后 的 肽 段 的 保留 时 间 尽 可 能 相同 ,等 等 。 


一 、 化 学 标记 定量 方法 


以 质谱 检测 技术 为 基础 的 化 学 标记 定量 方法 有 多 种 ,归纳 起 来 主要 有 两 类 ,一 种 是 体 
内 标记 , 另 一 种 是 体外 标记 。 


《一 ) 体内 标记 


细胞 在 含有 稳定 同位 素 的 介质 中 生长 ,稳定 同位 素 被 结合 进 蛋 白质 ,从 而 充当 了 蛋白 
质 定量 的 内 部 标准 。 


1. SN 体内 代谢 标记 


用 富 含 sN 的 介质 来 培养 酵母 ` 细 菌 和 哺乳 类 等 细胞 ,”N 被 挫 人 合成 的 蛋白 质 中 ,从 
而 充当 其 定量 的 内 部 标准 3] ,这 是 一 种 普遍 标记 的 方法 。Oda 等 人 把 这 方法 用 于 了 对 
酶 表达 和 磷酸 化 修饰 相对 变化 的 定量 2。Oda 将 野生 型 酵母 细胞 培养 物 在 富 含 轻 氮 同位 
素 的 正常 介质 (“N,99.6% ,~N,0.4% ) 中 生长 ,突变 型 酵母 细胞 培养 物 放 在 富 含 重 氮 同 
位 素 的 相同 介质 (2N>96% ) 中 生长 。 经 过 一 个 适当 的 生长 期 后 合并 细胞 培养 物 ,提取 和 蛋 
白质 ,通过 高 效 液 相 色谱 和 SDS-PAGE 进行 分 离 , 胶 内 酶 切 感 兴趣 的 蛋白 质点 ,然后 进行 
质谱 鉴定 和 定量 。 每 结合 一 个 “N ,该 肽 将 比 正 常 “N 结 合 的 相同 肽 大 一 个 质量 单位 ,使 
得 不 同 细胞 状态 来 源 的 肽 段 得 到 区 分 , 肽 质谱 峰 信号 成 对 出 现 ,从 而 根据 质谱 峰 的 信号 强 
度 进行 准确 的 定量 。 但 是 这 种 体内 标记 策略 有 一 个 明显 的 缺点 ,就 是 由 于 相同 肽 段 的 不 
同 同位 素 标记 形式 之 间 的 质量 变化 依赖 于 氮 原 子 数目 ,因此 ,对 未 知 的 蛋白 质 难以 进行 定 
量 。 定 量 的 和 蛋白质 的 序列 事先 必须 已 知 ,这 样 才 能 知道 稳定 同位 素 的 结合 增加 了 多 少 质 
量 单位 ,才能 在 质谱 图 上 找到 这 样 的 一 对 峰 , 所 以 ,不 能 在 鉴定 蛋白 质 之 前 进行 定量 。 而 
在 实际 操作 中 ,我 们 一 般 首 先 想 要 知道 的 是 定量 结果 ,然后 才 是 对 表达 量 有 差异 的 蛋白 质 
进行 鉴定 。 因 此 ,这 种 体内 稳定 同位 素 普遍 标记 的 方法 并 不 能 广泛 应 用 。 


2. 稳定 同位 素 标记 的 必需 氨基 酸 体内 标记 (SILAC 法) 


体内 标记 定量 蛋白 质 表 达 还 有 一 种 策略 就 是 在 培养 介质 中 加 入 稳定 同位 素 标 记 的 必 
需 氨 基 酸 ,这 主要 用 于 高 等 动物 细胞 中 和 蛋白质 的 定量 以 及 鉴定 。 高 等 动物 细胞 的 生长 中 
需要 一 些 必 需 氨 基 酸 的 摄 和 人 ,如 赖 氨 酸 (Lys)、 亮 氨 酸 (Leu) \ 茶 丙 氨 酸 (Phe) 等 ,这 些 氨基 
酸 细胞 自身 无 法 合成 ,需要 从 外 界 摄 人 补充 。 因 此 ,在 培养 细胞 时 可 以 在 培养 介质 中 特异 
地 加 入 用 稳定 同位 素 标 记 的 某 一 种 必需 氨基 酸 , 在 经 过 适当 的 培养 时 间 后 ,细胞 中 合成 的 
含有 这 类 氨基 酸 的 蛋白 质 几 乎 都 挨 入 了 标记 的 氨基 酸 ,收获 不 同 同位 素 标记 的 不 同 生长 
状态 下 的 细胞 ,混合 裂解 ,再 做 质谱 ,就 可 以 从 质谱 图 上 得 到 蛋白 质 差 异 表达 量 的 信息 。 
Ong 等 首先 把 这 种 蛋白 质 定量 策略 称 为 SILAC(stable isotope labeling by amino acids in 
cell culture, 细胞 培养 物 中 含有 稳定 同位 素 的 氨基 酸 标 记 ) ,并 且 利 用 这 种 策略 通过 用 D 
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标记 的 Leu 研究 了 肌肉 细胞 分 化 过 程 中 蛋白 质 的 差异 表达 '4 。Gnu 等 也 用 D 标记 的 ys 
研究 了 人 皮肤 成 纤维 细胞 在 热 休克 情况 下 蛋白 质 表达 的 差异 :5 引 。 相 比较 而 言 , 用 Lys 来 
标记 明显 优 于 其 他 的 必需 氨基 酸 , 因为 当 用 胰 重 日 酶 (trypsin) 酶 切 时 ,保证 了 含有 Lys 残 
基 的 每 个 肽 段 都 只 含有 一 个 标记 物 , 从 而 避免 了 未 知 肽 段 用 ”N 标记 所 带 来 的 质量 变化 
不 清 的 类 似 问 题 ,而 且 有 利于 蛋白 质 做 MSMMS 鉴定 时 质谱 图 的 解析 。 

总 的 来 说 ,体内 标记 相对 于 体外 标记 方法 来 说 具有 一 定 优势 , 它 省 去 了 标记 化 学 反应 
和 分 离 纯化 等 步骤 ,因而 减少 了 样品 的 损失 ,有 利于 低 丰 度 蛋白 质 的 高 灵敏 度 检测 。 同 
时 ,体内 标记 也 存在 一 些 缺 点 。 首 先 , 它 不 能 对 组 织 来 源 的 蛋白 质 进行 分 析 。 其 次 ,培养 
细胞 在 富 含 稳定 同位 素 的 介质 中 生长 ,这 些 介 质 可 能 会 细胞 的 篆 殖 和 其 他 生物 进程 ,由 此 
改变 蛋白 质 的 表达 水 平 。 第 三 ,这 种 方法 受到 同位 素材 料 成 本 的 限制 ,不 可 能 对 整个 动物 
体 进 行 标 记 。 最 后 ,对 于 未 知 序 列 肽 段 ,大 多 数 的 体内 标记 都 无 法 确定 标记 物 与 肽 段 之 间 
量 的 关系 ,从 而 使 得 我 们 难以 确认 同一 肽 段 在 质谱 图 上 成 对 出 现 的 不 同 同位 素 标记 形式 。 


4) 体 外 标记 


近年 来 ,定量 蛋白 质 组 学 的 发 展 主要 集中 在 以 质谱 检测 为 核心 的 体外 标记 上 , 涌现 了 
一 些 新 的 蛋白 质 定量 方法 。 这 些 方法 消除 了 体内 标记 定量 带 来 的 缺憾 ,使 样品 来 源 不 再 
局 限于 培养 的 细胞 ,从 而 具有 良好 的 友 展 前 景 ,虽然 由 此 增添 了 化 学 反应 和 分 离 的 步骤 导 
致 样品 的 损失 。 

根据 标记 的 部 位 不 同 ,我 们 又 可 以 将 体外 标记 分 为 以 下 几 种 类 型 。 


肽 段 的 N 端 和 Lys 残 基 侧 链 上 是 一 NEP2 基 团 ,容易 跟 含 有 栈 氧 基 的 小 分 子 如 琥珀 酸 
栈 、N- 乙 酰 氧 琥珀 酰 亚 腕 等 发 生 酰基 化 反应 ,从 而 对 肽 段 进行 标记 。 例 如 ,Chakraborty 
等 人 用 正常 的 N- 乙 酰 氧 防 珀 酰 亚 及 和 稳定 同位 系 标 记 的 N- 乙 酰 氧 -[D3] 琥 珀 酰 亚 胺 研 
究 了 五 .coli 细胞 在 "- 半 乳糖 昔 酶 激活 前 后 蛋白 质 表 达 量 的 定量 变化 9。 

含有 稳定 闻 位 素 的 分 子 特异 标记 N 端 不 仅 有 利于 蛋白 质 的 定量 ,而 且 还 充当 了 后 续 
的 质谱 MSVZMS 扫描 中 系列 离子 的 标志 ,从 而 方便 了 蛋白质 的 鉴定 。Munchbach 等 人 
于 2000 年 首次 提出 了 N 端 稳定 同位 素 特异 标记 的 方法 [71( 图 17.1)。 他 们 先 用 2-DE 分 
离 得 到 不 同 条 件 下 生长 的 瓦 .coii 细胞 提取 物 的 蛋白 质 , 选 出 感 兴 趣 的 蛋白 质点 后 切 下 ， 
Lys 残 基 在 弱 碱 性 条 件 下 被 琥珀 酸 酬 酰 化 ,随后 蛋白 质 用 Asp/Glu 蛋白 酶 酶 切 。 从 状态 1 
得 到 的 蛋白 质 N 端 用 H4-NicNHS[L1-(H4- 烟 酰 氧 基 ) 琥 珀 酰 亚 胺 ] 特 异 标记 ,来 自 状 态 2 
的 蛋白 质 则 用 和 气 代 试剂 D4-NicNHS 标记 。MALDITOF-MS 分 析 单 个 肽 段 的 D4ZH4 比 
率 进 行 蛋白 质 的 相对 定量 。 这 套 方 法 的 秉承 了 体内 标记 的 优点 , 且 能 够 用 于 所 有 类 型 的 
蛋白 质 提 取 物 ,费用 低廉 。 虽 然 Munchbach 在 应 用 这 套 方法 进行 蛋白 质 定量 和 鉴定 时 还 
是 建立 在 2-DE 分 离 蛋白 质 的 基础 上 ,实际 上 它 可 以 对 1-D 胶 条 和 2-DE 未 能 完全 分 离 的 
含 多 个 蛋白 质点 进行 蛋白 质 定量 ,从 而 使 我 们 有 条 件 去 研究 在 1-DE 上 简单 分 离 而 不 能 
在 2-DE 上 运行 的 膜 蛋白 以 及 低 丰 度 蛋 白质 。 同 时 对 N 端的 特异 标记 也 简化 了 MSMMS 
质谱 图 谱 的 解释 。 

与 特异 标记 N 端的 一 NEHDP 基 团 相 对 的 是 反应 试剂 特异 标记 Lys 残 基 上 的 se 一 NEHz 基 
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质 荷 比 
17.1 N 端 稳定 同位 素 特异 标记 的 方法 


团 。O- 甲 基 异 腺 (O-methylisourea) 可 以 选择 性 地 有 基 化 Lys 残 基 上 的 s 一 NEH2 。Cagney 
等 首先 采用 了 这 种 标记 方式 !8] 。 但 是 与 以 往 稳定 同位 素 标记 不 同 的 是 ,他 们 采用 的 是 一 
种 称 之 为 "质量 标记 的 丰 度 标签 "(mass-coded abundance tagging,MCAT) 的 标记 策略 (如 
图 17.2 所 示 )。 他 们 的 报道 打破 了 以 前 认为 不 能 只 对 一 份 样品 进行 化 学 修饰 标记 来 定量 
的 成 见 , 认 为 这 样 来 做 相对 定量 是 可 能 和 准确 的 。 但 是 由 于 只 对 其 中 一 份 样品 进行 标记 ， 
来 自 不 同样 品 的 相同 肽 段 在 质谱 中 的 离子 化 效率 不 一 定 相同 ,因此 ,还 需要 进一步 摸索 才 
能 够 判断 这 样 的 标记 定量 方法 是 否 可 靠 和 准确 。 

N 端 标 记 或 者 说 对 一 NE 的 标记 像 体内 SN 代谢 标记 一 样 , 也 属于 一 种 普遍 标记 的 
模式 。 由 于 通 量 大 的 原因 ,这 种 模式 经 浓 要 借助 于 其 他 的 蛋白 质 分 离 和 显 色 技 术 来 对 感 
兴趣 的 和 蛋白质 进 行 分 析 。 如 果 用 这 种 普遍 标记 的 方法 来 大 规模 的 鉴定 和 定量 蛋白 质 , 则 
劳动 强度 非常 大 。 例 如 ,酵母 和 . coi 是 进行 蛋白 质 组 研究 的 模式 生物 ,按照 一 个 基因 
对 应 一 个 蛋白 质 的 理论 ,酵母 细胞 有 6 200 多 个 蛋白 质 ,经 过 trypsin 酶 切 后 将 产生 
132 768 个 肽 段 ,平均 每 个 蛋白 质 有 53 个 肽 段 !91。 但 理论 上 说 ,每 个 蛋白 质 只 要 有 一 条 肽 
段 就 可 以 对 其 进行 鉴定 和 定量 。 因 此 ,要 大 规模 对 细胞 的 整个 蛋白 质 表 达 量 的 差异 做 一 
个 全 面 的 分 析 ,势必 要 在 尽量 不 放 过 每 个 蛋白 质 的 基础 上 减少 质谱 分 析 的 工作 量 。Wang 
等 人 通过 联 用 针对 特殊 氨基 酸 组 氨 酸 (His) 和 半 胱 氨 酸 (Cys) 残 基 的 亲 和 色 谱 分 离 技 术 
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17.2 MCAT 蛋白 质 鉴 定 和 定量 策略 
和 一 NE 标记 技术 分 析 了 巨 .coli 中 表达 的 蛋白 质 ,大 大 降低 了 分 析 强 度 b]。 
2. 羚 基 (一 COOH) 标 记 


肽 段 的 C 端 和 所 含 的 天 冬 氨 酸 (Asp) 和 谷 氨 酸 (Glu) 残 基 侧 链 上 的 一 COOH 羧基 也 
可 以 进行 标记 。 这 种 标记 方法 主要 通过 两 条 路 线 来 完成 。 一 条 路 线 主要 是 通过 对 这 些 羧 
基 酯 化 进行 标记 。Goodlett 等 人 已 报道 用 H 和 D 标记 的 甲醇 酯 化 标记 来 定量 研究 蛋白 
质 表达 量 的 差异 00] 。 不 过 这 条 路 线 有 两 个 主要 缺点 :其 一 是 特异 性 不 是 很 好 ,在 C 端 和 
Asp 和 Glu 残 基 上 都 有 标记 , 且 效 率 不 均 。 其 二 是 采用 的 标记 条 件 容 易 引 起 天 冬 酰胺 
(Asn) 和 谷 氮 酰胺 (Gln) 的 去 酰胺 。 另 一 条 路 线 就 是 在 HzO8 的 溶液 中 进行 蛋白 酶 切 ,从 
而 特异 性 地 只 在 C 端 引 入 稳定 的 同位 素 标记 !34。 这 种 标记 像 特 异 标记 N 端 一 样 ,其 优 
点 是 方便 了 MSVXMS 扫描 测序 时 对 y 系 列 离子 的 识别 。 


3. 区 基 (一 SH) 标 记 一 一 ICAT 策略 


在 蛋白 质 含 有 的 氨基 酸 残 基 中 ,没有 哪 一 个 能 比 半 胱 氨 酸 (Cys) 残 基 上 的 一 SH 基 团 
更 具有 标记 反应 的 特异 性 。 烷 基 化 试剂 (如 碘 乙 酸 等 ) 能 专 一 地 对 Cys 的 劳 基 进行 烷 基 
化 。 如 果 将 稳定 同位 素 引 入 这 些 烷 基 化 试剂 ,那么 就 可 以 通过 比较 质谱 图 谐 上 成 对 出 现 

质谱 峰 信 和 号 的 强度 进行 相对 定量 了 。 由 于 Cys 是 一 种 特殊 的 氨基 酸 ,在 蛋白 质 酶 切 产 
生 的 多 肽 片段 不 一 定 含有 Cys 残 基 , 因 此 ,这 种 标记 方法 并 不 是 像 以 上 所 述 的 各 种 方法 那 
样 属于 一 种 普遍 标记 的 模式 。 如 果 能 将 这 些 烷 基 化 标记 的 肽 段 分 离 出 来 进行 鉴定 和 定 
量 ,无 疑 将 大 大 减少 工作 强度 。 据 统计 , 开 . co0i 和 酵母 细胞 中 含有 Cys 残 基 的 蛋白 质 分 
别 占 到 蛋白 质 总 量 的 8$.7% 和 91.6% ,而 在 trypsin 酶 切 产 生 的 肽 段 中 ,含有 Cys 残 基 的 
多 肽 分 离 仅 占 9.4% 和 9.3%[9] ,因此 ,这 种 标记 定量 方法 与 上 述 标记 方法 相 比 , 既 能 监察 
到 足够 多 的 蛋白 质 ,又 大 大 减少 了 工作 量 ,更 适宜 大 规模 操作 。 





基于 这 种 定量 战略 ,Gygi 等 于 1999 年 提出 了 称 为 “同位素 标记 的 亲 和 标 签 “isotope- 


coded affinity tag,ICAT) 定 量 策略 L12] 。 
(1) ICAT 原理 和 应 用 步骤 
ICAT 方法 建立 在 一 种 新 型 的 化 学 反应 试剂 一 一 ICAT 试剂 的 基础 上 ,ICAT 试剂 结 
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构 如 图 17.3 所 示 。 
重 试剂 : d8-ICATCX=D, 所 ) 
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图 17.3 ICAT 试 剂 的 结构 


ICAT 试剂 包括 三 部 分 。@ 反 应 基 团 ,可 特异 地 与 蛋白 质 侧 链 上 的 Cys 残 基 的 琉 基 
(一 SH) 进 行 反应 ,使 试剂 共 价 结合 在 蛋白 质 侧 链 上 。@ 同 位 素 标记 的 接头 ,含有 稳定 同 
位 素 (H 和 D) 的 标记 。@ 亲 和 标记 的 生物 素 , 用 于 分 离 标记 的 蛋白 质 或 多 肽 。 

当 ICAT 试剂 中 8 个 X 位 置 被 蔬 取 代 时 , 称 为 轻 试 剂 (Do), 当 8 个 X 位 置 被 D 取代 
时 , 称 为 重 试剂 (Ds) 。 因 此 重 试剂 比 轻 试剂 的 相对 分 子 质量 要 大 8Da, 而 且 两 种 试剂 的 化 
学 性 质 相 同 , 当 分 别 用 两 种 试剂 去 标记 不 同 状 态 下 的 同一 种 蛋白 质 时 ,不同 标 记 的 蛋白 质 
之 间 的 分 子 质量 就 相差 8Da, 体 现在 质谱 图 上 就 是 这 对 标记 和 蛋白质 的 肽 段 离子 蜂 质 荷 比 
(到 ZXz) 相 差 为 8 或 4( 当 为 双 电 荷 肽 段 离 子 时 ) ,从 而 能 将 来 自 不 同样 品 的 同一 种 蛋白 质 
分 离开 。 

ICAT 标记 方法 的 步骤 如 下 ,参见 图 17.4。 

将 来 自 一 种 状态 下 的 细胞 的 蛋白 质 混合 物 还 原 后 用 Di 试剂 标记 蛋 自 质 侧 链 上 的 
Cys 残 基 ; 将 来 自 另 一 种 状态 下 的 同 种 细胞 的 蛋白 质 混 合 物 还 原 后 用 Ds 试 剂 标 记 。 

@@ 两 种 样品 混合 在 一 起 ,用 trypsin 酶 切 ,产生 多 肽 片段 ,包括 标记 的 和 没 标记 的 。 

饼 样 品 经 SCX-HPLC 两 维 色 谱 分 离 ,除去 消化 酶 去 拍 剂 .还 原 剂 和 ICAT 试剂 。 

由 混合 物 过 抗 生 物 素 亲 和 色谱 柱 分 离 ,得 到 只 含有 同位 素 标记 的 多 肽 混合 物 。 

@@ 将 分 离 得 到 的 标记 多 肽 混合 物 再 用 RP-AC-MS 分 离 和 鉴定 。 

状态 1 状态 2 
用 dOICAT 试 剂 标记 而 要 丢 ， 用 d8ICAT 试 剂 标 记 
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(2) ICAT 策略 的 优点 和 应 用 

应 用 ICAT 策略 对 蛋白 质 进 行 鉴定 和 定量 有 着 许多 的 优点 ,除了 能 准确 进行 定量 外 ， 
还 具有 以 下 特征 。 

@ 若 一 种 蛋白 质 酶 切 产 生 至 少 有 一 个 Cys 残 基 的 肽 段 的 话 ,就 可 以 对 其 鉴别 和 定量 。 
含有 Cys 残 基 的 肽 段 越 多 ,结果 对 照 得 出 的 结论 越 准 确 。 

@ 鉴 定 的 肽 段 中 肯定 都 含有 至 少 一 个 Cys, 因 此 ,在 进行 数据 库 搜 索 时 就 增加 了 一 个 
有 效 的 约束 条 件 。 

@@ 肽 段 根 据 标 记 情 况 有 选择 性 地 得 到 了 富 集 , 从 而 减少 了 下 游 质谱 分 析 的 复杂 程度 。 
例如 ,Gygi 等 用 ICAT 处 理 酵 母 蛋白 混合 物 时 ,从 344 855 个 肽 段 中 富 集 了 30 619 个 标记 
肽 段 , 大 大 减少 了 后 期 的 工作 量 52]。 

@ 田 分 离 出 来 的 标记 多 肽 可 直接 与 后 面 的 RP-jlC-MS 分 析 系 统 在 线 耦 联 操 作 。 

基于 此 ,ICAT 策略 现 已 在 蛋白 质 组 研究 领域 得 到 了 广泛 应 用 。Gygi 等 用 ICAT 分 
析 方 法 首先 比较 了 酵母 细胞 在 不 同 碳 源 生长 条 件 下 蛋白 质 表 达 水 平 的 差异 11 , 进而 又 分 
析 了 碳 源 的 改变 对 细胞 内 mRNA 和 和 蛋白质 表 达 水 平 的 影响 21。Hanl 4 等 用 ICAT 策略 
分 析 了 用 PMA 处 理 细 胞 后 微粒 体 蛋 白质 的 表达 变化 。Idekerl15] 等 综合 了 基因 组 和 和 蛋白 
质 组 分 析 的 概念 ,描述 了 一 套 运 用 cDNA 微 阵 列 和 ICAT 策略 这 些 整体 研究 手段 来 建立 、 
检验 改进 一 种 细胞 生理 状态 模型 的 策略 ,深化 了 人 们 对 酵母 细胞 改变 碳 源 后 基因 表达 的 
认识 。 

(3) ICAT 策略 的 缺陷 及 改进 

ICAT 策略 并 非 是 十 全 十 美的 , 它 本 身 也 有 一 些 缺 点 , 仍 处 在 不 断 的 发 展 完善 当中 。 
酵母 细胞 内 有 10% 左 右 的 蛋白 质 上 没有 Cys 残 基 ,得 不 到 鉴定 [69}。ICAT 标记 的 分 子 质 
量 是 400Da 左右 ,对 于 较 小 肽 段 的 修饰 可 能 会 影响 数据 库 搜 索 。Zhonu 等 采用 了 固 相 氮 基 
酸 同位 素 标记 试剂 来 代替 ICAT 试剂 ,降低 了 标记 的 分 子 质量 , 提高 了 灵敏 度 09。 以 
ICAT 方 法 为 代表 的 稳定 同位 素 标 记 定 量 策略 的 缺点 是 耗 时 太 长 和 数据 存储 消耗 在 量 没 
有 改变 的 蛋白 质 上 ,这 些 蛋白 质 可 能 与 研究 的 问题 没有 太 大 的 关联 ,新 的 解决 方案 是 把 鉴 ， 
定 和 定量 分 开 ,串联 两 套 RP-wlC-MS 分 析 系 统 , 第 一 次 分 析 时 进行 相对 定量 分 析 , 只 有 量 
有 变化 的 肽 段 才 被 有 选择 地 送 到 下 游 ,进行 二 次 鉴定 ;最 近 又 采用 新 的 质谱 系统 MALDTI- 
QTOF 来 解决 这 个 问题 5071。 

Goshe 等 改进 了 ICAT 试剂 ,发 展 了 一 种 "磷酸 多 肽 同位 素 亲 和 标记 标签 “PhIAT) 技 
术 081。PhIAT 试剂 可 以 标记 蛋白 质 上 磷酸 化 的 丝氨酸 (Ser) 和 苏 氨 酸 (Thr) 残 基 , 用 来 进 
行 蛋白 质 磷 酸化 程度 的 定量 检测 ,从 而 为 定量 研究 蛋白 质 的 翻译 后 修饰 提供 了 新 的 思路 
和 途径 。 人 


一 、 试 剂 和 溶剂 


胰 和 蛋白 酶 (typsin) 为 Roche 公司 的 序列 级 产品 (Sequencing Grade) , 乙 且 为 Fisher 公 
四 3406 。 








司 色谱 级 产品 (Fisher Scientific) ,HCCA 为 Sigma 公司 产品 ,其 余 试 剂 均 为 Sigma 公司 产 
品 。ICAT 试剂 盒 为 应 用 生物 系统 公司 的 产品 (Applied Biosystems) 。 

细胞 裂解 液 (6molLL 尿素 ,1% SDS, 100mmolL DTT, S0mmolML Tris, SmmolLL 
EDTA, Immol[L PMSF ) ,溶液 A (6molLL 尿素 ,0.05% SDS, 5S0mmolL Tris, SmmolALL 
EDTA) ,蛋白 质 沉淀 液 [ 丙 酮 :乙醇 :乙酸 =350:50:0.1( 体 积 比 )]。 


二 、 多 肽 、 蛋 日 后 和 细胞 


标准 肽 层 粘 连 蛋 白 (laminin ) 为 ICAT 试剂 盒 中 自 带 ,标准 和 蛋白质 u-lactoglobulin 为 
Sigma 公司 产品 。 其 余 试 剂 为 国产 分 析 纯 。 钩 端 螺 旋 体 菌 由 上 海 第 二 医科 大 学 郭 晓 奎 教 
授 提 供 。 


了 直人 


电 喷 雾 质 谱 (ESI-MS) 为 Thermo Finnigan 公司 的 LCQ 离子 阱 质谱 系统 ,基质 辅助 
激光 解析 离子 化 -飞行 时 间 质 谱 (MALDI-TOF-MS) 为 Bruker 公司 的 REFLEX 亚 系统 。 


下 


1. 标准 肽 段 Laminin 的 ICAT 标记 


将 100vg 标准 肽 Laminin 溶 于 100 岂 溶液 A 中 ,均等 地 分 为 两 份 ,分 别 加 2 岂 Reduc- 
ing Buffer ,沸水 浴 10min, 自然 冷却 。 分 别 将 两 管 中 的 溢 液 移 人 各 一 个 单位 的 Dob 和 Ds 试 
剂 中 , 避 光 ,室温 反应 1h。 各 取 1 以 混合 ,进行 MALDITOF-MS 分 析 。 


2. 标准 蛋白 质 的 同位 素 标记 、\ 酶 解 和 特异 性 肽 段 的 纯化 


称 取 lmsg 标准 蛋白 质 , 溶 于 100H 纯 水 中 。 吸 取 10 则 分 装 于 2 个 Eppendorf 管内 
(control and test) ,各 加 90 由 变性 缓冲 液 (denaturing buffer) 和 2ul 还 原 缓冲 液 (reducing 
buffer) 于 这 两 管内 , 置 于 沸水 中 水 浴 10min, 自然 冷却 ,低速 离心 。 分 别 将 两 管 中 的 溶液 
移 人 各 一 个 单位 的 Do 和 Ds 试 剂 中 , 避 光 ,室温 反应 1h, 低速 离心 。 另 取 两 个 Eppendorf 
管 ,在 其 中 一 个 加 入 50JL Do 标记 样品 和 50Ml Ds 标 记 样 品 ;在 另 一 个 管内 ,加 入 25l Du 标 
记 样 品 和 50wl Ds 标 记 样 品 。( 使 之 质量 比分 别 为 1:1 和 1:2) 用 200ul 纯 水 溶解 一 份 胰 蛋 
白 酶 (25wg) ,在 两 种 质量 比 的 样品 中 各 加 一 半 的 胰 和 蛋白酶 ,37 人 反应 ,12 一 16h。 组 装 阳 
离子 交换 柱 柱 架 ,完毕 后 ,注射 2ml 阳离子 交换 上 样 缓冲 液 。 将 酶 解 后 的 溶液 移 人 两 个 
5ml 的 Eppendorf 管内 ,加 入 2ml 阳离子 交换 上 样 缓冲 液 稀 释 。 以 每 秒 一 滴 的 速度 将 稀释 
后 的 样品 注射 到 阳离子 交换 柱 中 ,收集 流 穿 液 。 注 射 iml 阳离子 交换 上 样 缓冲 液 ,清洗 
阳离子 交换 柱 。 以 每 秒 一 滴 的 速度 注射 S00Ml 阳离子 交换 洗 脱 缓冲 液 ,收集 洗 脱 的 肽 段 。 

“注射 Iml 阳离子 交换 清洗 缓冲 液 , 洗 去 胰 和 蛋白酶 。( 另 一 份 不 同 质量 比 的 样品 重复 :上 述 离 
子 交 换 桂 层 析 过 程 ) 注 射 2ml 阳离子 交换 上 样 缓冲 液 ,4 保存 过 夜 ,注射 2ml 阳离子 交 
“347 。 


换 贮 存 液 ,4CC 保存 1d 以 上 方 可 再 使 用 。 

组 装 Avidin 亲 和 柱 ,注射 1Tml 亲 和 洗 脱 缓冲 液 ,再 注射 2ml 亲 和 上 样 缓冲 液 。 在 阳 
离子 交换 柱 的 洗 脱 肽 段 样品 中 加 入 500 岂 亲 和 上 样 缓冲 液 。 准 备 3 个 Sml 的 Eppendorf 
管 ,分 别 编号 为 a 管 b 管 c 管 。 以 每 秒 一 滴 的 速度 注射 中 和 后 的 样品 ,在 a 管 中 收集 流 
穿 物 ,注射 500 岂 亲 和 上 样 缓冲 液 ,继续 在 a 管 中 收 集 流 穿 物 。 注 射 1Iml 亲 和 清 洗 缓冲 液 
1 ,注射 lml 亲 和 清 洗 缓冲 液 2, 在 b 管 中 收 集 前 500 由 。 以 每 秒 一 滴 的 速度 注射 800l 亲 
和 洗 脱 缓冲 液 , 弃 去 前 S0nwl ,在 c 管 中 收集 余下 的 溶液 。 注 射 1Iml 亲 和 洗 脱 缓冲 液 。( 另 
一 份 不 同 质量 比 的 样品 重复 上 述 亲 和 柱 层 析 过 程 ) 注 射 2ml 亲 和 上 样 缓冲 液 ,中 和 亲 和 
柱 。 注 射 2ml 亲 和 上 样 缓冲 液 ,47 保存 过 夜 后 ,注射 2ml 亲 和 贮 存 缓冲 液 , 保 存 1d 以 上 
方 可 再 使 用 。 实 验 中 c 管 中 的 溶液 用 于 下 一 步 的 质谱 分 析 。 


3. 细胞 抽 提 总 蛋 和 白质 的 ICAT 标记 和 本 解 


取 钩 端 螺旋 体 菌 体 加 入 细胞 裂解 液 超声 裂解 ,4 、15 000rMmin 离心 1h。 取 上 清 , 蛋 
白质 定量 ,采用 Bradford 法 。 

按 $:1( 和 蛋白 质 沉 淀 液 :细胞 裂解 液 =5:1, 体 积 比 ) 的 比例 向 定量 后 的 细胞 裂解 液 中 
加 入 预 冷 的 沉淀 液 , 置 于 -207 。 半 小 时 后 取出 ，4C 、15 000rMmin 离心 1hs。 去 上 清 , 加 
入 70% 乙 醇 ( 体 积 与 第 一 步 加 入 的 沉淀 液 相 等 ) ,洗涤 蛋白 质 多 次 。4i 、15 000rMmin 离 
心 30min ,去 除 上 清 ,将 沉 演 冻 干 。 

使 用 适当 体积 的 溶液 A 溶 解冻 干 的 蛋白 质 ,浓度 至 约 10g [ , 按 所 得 蛋白 质 浓 度 ， 
蛋白 质 分 装 成 100wg 一 份 ,-80TC 保存 。 

各 取 对 照 组 和 实验 组 100wg 蛋白 质 ,加 入 Denaturing Buffer 至 总 体积 为 100 岂 。 各 加 
入 2 岂 Reducing Reagent 。 沸 水 浴 10min, 自然 冷却 。 低 速 离心 。 将 对 照 组 样品 移 人 一 个 
单位 的 Do 试剂 中 , 混 匀 。 将 实验 组 样品 移 人 一 个 单位 的 Ds 试 剂 中 , 混 义 。 避 光 , 室 温 反应 
2 小 时 。 各 加 ll lmol[L DTT, 终 止 反 应 ,室温 13min。 低 速 离心 。 另 外 在 工 个 Eppen- 
dorf 管内 加 入 9$ 岂 标记 后 的 对 照 组 蛋白 质 和 实验 组 蛋白 质 , 混 匀 。 取 一 份 Trypsin 
(2Sug) ,加 200wl Millipore 水 溶解 加 入 蛋白 质 混合 物 中 ,37C (12 一 16h)。 酶 解 后 产物 进 
行 质谱 分 析 。 


4. MALDI-TOF-MS 分 析 


使 用 布鲁克 公司 的 REFLEX 于 MALDI-TOF 质谱 进行 分 析 。 用 50% 乙 且 ,0.1% 
TFA 溶 解 HCCA, 配 成 了 饱和 溶液 溶液 , 取 1 岂 与 1 岂 待 分 析 的 ICAT 标记 肽 段 混 合 , 混 匀 后 
取 其 中 1 岂 点 在 加 样板 上 , 自然 挥 干 ,然后 进行 MS 分 析 。 


S. ESI-MS 分 析 


一 维 色谱 质谱 联 用 在 Finnigan 公司 的 LCQ DECA XP 系统 上 进行 。 其 中 反 相 
HPLC 使 用 Cs 柱 (150mm length,0.18mm I.D. ) 其 洗 脱 梯度 为 :A 液 为 纯 水 ,含有 
0.1% 甲 酸 ;B 液 为 乙 且 , 含 有 0.1% 甲 酸 。0 一 20min,B 液 2% ,20 一 30min,B 液 线性 升 
至 30% ,30 一 80min,B 液 线性 升 至 98% ,80 一 8lmin,B 液 降 至 2%。 泵 流速 为 150 
由 [LAmin, 分 流 后 为 2 一 3ulmin。 质 谱 条 件 为 :喷雾 电压 3.SkV, 毛细 管 温度 150Y 。 
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MSVXMS 能 量 为 35% 。 

二 维 色 谱 - 质 谱 联 用 在 Finnigan 公司 ProteomeX 系统 。 第 一 相 采 用 阳离子 交换 柱 
(15S0mm length,0.32mm I.D. ) ,第 二 相 采 用 反 相 Cs 柱 (1S0mm length,0.18mnma I.D. ) 。 
第 一 相 洗 脱 液 为 NH4CL, 浓度 梯度 为 :0,2SmmolL,50mmolL,7SmmolLL ,100mmolLL， 
150mmolL ,200mmolLL,400mmolL ,800mmolML。 反 相 色 谱 A 液 为 纯 水 ,含有 0.1% 甲 
酸 ;B 液 为 乙 且 , 含 有 0.1% 甲 酸 。 洗 脱 梯度 为 :0 一 20min,B 液 2% ,20 一 80min,B 液 线性 
升 至 98% ,808lmin,B 液 降 至 2%。 质 谱 条 件 为 :喷雾 电压 3.5SkV ,毛细 管 温 度 150T 。 
MSVXMS 能 量 为 353% 。 


第 四 节 结果 和 讨论 


1. ICAT 标记 标准 肽 段 的 MALDI-TOF-MS 结果 


先 使 用 合成 肽 Laminin 测试 方法 的 可 靠 性 , 肽 序列 为 CDPGYIGSR ,理论 分 子 质量 为 
967.07Da, 含 有 1 个 半 胱 氨 酸 ,标记 上 轻 链 和 重 链 ICAT 试剂 后 分 子 质 量 应 分 别 增加 
442.2Da 和 450.2Da。Duo 和 Ds 分 别 标 记 Laminin 后 ,将 产物 1:1 混合 ,用 MALDILTOF- 
MS 分 析 。 图 谱 见 图 17.$。 结 果 显 示 , 重 链 标 记 和 轻 链 标 记 的 肽 在 质谱 中 的 信和 号 强度 接 
近 1:1。 说 明 标 记 和 质谱 检测 定量 效果 都 十 分 理想 。 
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图 17.5 ZDh 和 试剂 分 别 标记 Laminin 的 质谱 图 


2. ICAT 标记 标准 蛋白 质 的 ESIMS 结果 


由 于 简单 的 合成 肽 无 复杂 的 空间 结构 ,标记 效率 高 。 标 记 后 也 无 未 标记 肽 干扰 ,无 须 
纯化 。 但 对 于 蛋白质 ,情况 会 复杂 一 些 。 因 此 ,我 们 进一步 选择 了 标准 蛋白 质 B-lac- 
toglobin 进行 分 析 , 该 蛋白 质 的 理论 氨基 酸 序列 是 : 

MKCLLLALALTCGAQALIVTQTMKGLDIQKVAGTWYSLAMAASDISLLDAQSA 
PLRVYVEELKPTPEGDLEILLQKWENGECAQKKIIAEKTKIPAVFKIDALNENKVLV 
LDTDYKKYLLFCMENSAEPEQSLACQCLVRTPEVDDEALEKFDKALKALPMHIRLS 
FNPTQLEEQCHI( 自 NCBI,GI:1070647)。 经 过 Trypsin 的 酶 解 ,理论 肽 段 如 表 17.1 所 
示 。 将 两 份 样品 分 别 用 Du 试剂 和 D8 试 剂 标记 后 , 按 1:2 比例 混合 ,进行 电 喷 雾 质谱 分 析 。 
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表 17.1 有 lactoglobulin 的 理论 酶 解 肽 段 





分 子 质量 /Da 氨基 酸 位 置 肽 序列 
270753759 3 30 VAGTWYSLAMAASDISLLDAQSAPLR 
2647.2023 118 一 140 YLLFCMENSAEPPEQSLACQC LVR 
23 掏 .2587 SU 人 VYVEELKPIPEGDLEILLQK 
2275.2586 3 一 :第 CLLLALALTCGCAQALIVTQT MK 
1658.7843 165 一 178 ISFNPIQLEEQCHI 
1243.35845 141 一 151 TPEVDDEALEK 
1065.5826 108 一 116 VLVLDTDYK 
1064.4465 719 一 5 WENGECAQK 

916.4734 100 一 107 IDALNENK 
837.4763 158 一 164 ALPMHIR 
6074.4233 94 一 99 IPAVFK 
673.3879 2 二 30 GLDIQK 
373.3606 多 79 IIAFEK 


质谱 总 离子 流 图 见 图 17.6, 在 对 LCQ 图 谱 进 行 分 析 后 ,发现 保 留 时 间 约 为 46min 时 
出 现 一 对 信和 号 峰 , 质 荷 比分 别 为 1 051.3 和 1 055.3( 图 17.7)。 图 17.8 显示 的 是 1 051.3 
峰 的 Zoomscan 图 谱 ,在 图 中 明显 可 以 看 到 Do 和 Ds 标 记 肽 段 的 质 荷 比 最 小 相差 是 0.5 ,就 
是 说 两 个 肽 段 都 是 双 电荷 , 肽 的 实验 分 子 质量 应 该 是 2 100.6Da 和 2 108.6Da。 与 165 一 
178 位 的 肽 段 LSFNPTQLEEQCHI( 理 论 分 子 质 量 1 658.78Da) 被 ICAT 试剂 标记 后 的 分 
子 质量 (理论 分 子 质量 2 100.98Da 和 2 108.98Da) 相 符 。 精 度 令 人 满意 。 
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17.6 ICAT 试剂 标记 后 的 B-lactoglobulin 胰 和 蛋白 酶 酶 解 肽 质谱 离子 流 图 
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图 17.7 Blactoglobulin 中 被 ICAT 试剂 标记 肽 LSFNPTQLEEQCHI 的 质谱 图 
图 中 两 个 峰 分 别 为 Du 标记 肽 和 Ds 标 记 肽 
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图 17.8 Di 和 试剂 标记 肽 LSFNPTQLEEQCHI 的 ZoomScan 显示 该 肽 段 在 质谱 中 为 双 电 荷 形 式 


从 图 17.7 中 可 看 到 , Do 标记 的 B-lactoglobulin 和 Dg 标 记 的 B-lactoglobulin 质量 比 为 
1:2 的 图 谱 , 实 验 数据 得 到 的 比例 是 1:1.8, 这 说 明了 ICAT 方法 定量 的 可 靠 性 。 
“四 


但 要 对 这 一 肽 段 进行 确认 ,还 应 该 进行 MSVZMS 的 碎片 分 析 。 图 17.9 显示 的 是 Ds 标 
记 的 相对 分 子 质 量 为 2 108.6 的 肽 段 的 MSVMMS 碎片 图 。 肽 键 断裂 后 形成 两 个 系列 的 碎 
片 ,分 别 被 称 为 b 系列 和 yy 系列。 图 中 标 出 了 匹配 的 碎片 质量 , 丰 度 较 高 的 碎片 基本 上 都 
被 匹配 。 因 此 ,可 以 认为 这 一 肽 段 就 是 图 中 所 标的 序列 ,也 就 是 表 17.1 中 所 示 的 相对 分 
子 质 量 为 1 6$58.7843 的 肽 段 LSFNPTQLEEQCHI 在 Ds 试 剂 标 记 后 得 到 的 产物 。 另 一 
Do 标记 的 肽 段 的 情况 大 致 相似 (结果 未 显示 )。 
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图 17.9 Ps 试剂 标记 肽 LSFNPTQLEEQCHI 的 MSVZMS 图 谱 


3. 细胞 抽 提 总 蛋白 质 的 ICAT 标记 后 的 多 维 色谱 质谱 联 用 分 析 


由 于 多 维 色 谱 强 大 的 分 离 能 力 , 所 以 ICAT 方法 在 蛋白 质 组 研究 中 的 应 用 时 ,没有 对 
标记 后 的 肽 段 进行 亲 和 色 谱 纯化 ,而 是 直接 进行 分 析 。 在 对 钧 端 螺旋 体 进 行 蛋白 质 组 研 
究 中 ,使 用 ICAT 方法 对 不 同 菌 株 的 蛋白 质 表达 进行 分 析 。 分 析 的 两 种 菌 体 分 别 为 有 毒 
株 (V) 和 无 毒 株 (NV) ,其 中 有 毒 株 用 Do 试剂 标记 ,无 毒 株 用 D8 试 剂 标记 。 

17.10 所 示 为 分 析 的 一 种 未 知 功能 蛋白 质 在 有 毒 株 和 无 毒 株 之 间 的 表达 差异 ,图 
谱 为 同一 段 肽 (LCTHSESVLK) 的 两 个 标记 形式 ,因为 离子 带 有 两 个 电荷 ,所 以 质 荷 比 相 
差 4。 图 17.11 所 示 为 这 一 段 肽 的 Do 标记 形式 的 MSVMS 图 谱 , 图 中 显示 碎片 峰 中 大 多 
数 都 和 该 肽 段 的 b 离子 和 y 离子 一 致 ,并 可 以 清楚 地 显示 出 Ph 标记 的 特征 峰 2/z 284.1， 
充分 证 明 鉴 定 的 准确 性 , 且 为 ICAT 试剂 标记 的 肽 。 图 17.8 中 的 两 种 标记 肽 段 的 离子 强 
度 比值 为 1:0.46, 说 明 该 蛋白 质 在 有 毒 株 中 的 表达 高 于 无 毒 株 约 2 倍 。 这 是 一 个 未 知 蛋 
白质 ,在 有 毒 株 中 的 高 表达 意味 着 该 蛋白 质 可 能 与 钩 端 螺旋 体 的 致 病 性 或 毒 力 有 关 。 

17.12 所 示 为 电子 转移 黄 素 重 白 w 亚 基 (electron transfer flavoprotein alpha-sub- 
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图 17.10 Do 和 ps 试剂 标记 肽 LCTHSESVLK 的 质谱 图 
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图 17.11 Du 试剂 标记 肽 LCTHSESVLK 的 MSMMS 图 谱 


unit) 在 两 个 菌 种 之 间 的 表达 差异 ,该 肽 段 中 有 两 个 半 胱 氨 酸 ,离子 带 有 三 个 电荷 ,所 以 质 
答 比 相差 S。 两 者 的 离子 强度 比值 为 1:0.47。 这 个 差异 与 双向 凝 胶 电 泳 所 分 析 的 结果 一 
致 (结果 未 显示 )。 图 17.13 和 图 17.14 为 该 肽 段 的 两 种 标记 形式 的 MSZMS 图 谱 , 图 中 
显示 碎片 峰 中 大 多 数 都 和 该 肽 段 的 b 离子 和 y 离子 一 致 ,充分 说 明 鉴 定 的 准确 性 。 该 肽 
3 


段 的 序列 为 TVSPNCYIACGISGAIQHLAGMGSSK。 该 蛋白 质 在 有 毒 株 中 的 表达 高 于 无 
毒 株 。 目 前 ,关于 电子 转移 黄 素 蛋白 w 亚 基 与 钩 端 螺旋 体 的 致 病 性 或 毒 力 相关 还 未 见 
报道 。 

ICAT 方 法 是 近 几 年 来 发 展 的 蛋白 质 组 定量 方法 ,实验 证 明 在 蛋白 质 组 研究 中 有 和 良 
好 的 应 用 前 景 ,其 分 析 速 度 快 ,所 耗 样品 少 , 完 全 脱离 了 凝 胶 分 离 过 程 ,与 质谱 技术 兼容 性 
好 ,大 大 促进 了 有 蛋 白质 组 研究 大 规模 定量 的 应 用 。 
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图 17.12 Di 和 Ps 试 剂 标记 肽 TVSPNCYIACGISGAIQHLAGMGSSK 的 质谱 图 
肽 段 有 两 个 半 胱 氨 酸 ,在 质谱 中 带 3 个 电荷 


对 定量 技术 而 言 ,准确 性 是 最 重要 的 。 影 响 准确 性 的 因素 很 多 ,实现 样品 制备 和 总 蛋 
白质 定量 的 精确 是 基本 保证 。 另 外 还 要 尽量 保持 样品 在 还 原 和 标记 过 程 中 条 件 的 一 臻 “ 
性 ,减少 实验 误差 。 另 外 ,目前 使 用 的 ICAT 方法 本 身 也 有 一 些 弱 点 , 需 在 结果 分 析 时 注 
意 。 本 文 介绍 的 是 用 氢 (Di) 和 和 气 (Ds) 标 记 的 ICAT 试剂 。 标 记 上 这 种 试剂 的 肽 段 在 色谱 
行为 上 有 一 定 的 区 别 , 出 峰 时 间 有 细微 差异 ,通常 Ds 标 记 的 肽 会 比 Do 标 记 的 肽 较 早 被 洗 
脱 ,因此 ,在 液 相 色 谱 质 谱 联 用 使 给 质谱 检测 和 定量 带 来 了 一 定 的 困难 。 一 般 ICAT 定量 
的 误差 在 20% 以 内 ,但 如 果 样 品 成 分 复杂 ,定量 误差 会 增 大 , 并 往往 需要 手工 检查 结果 。 
目前 ,一 种 新 型 的 用 3C 标记 的 ICAT 试剂 已 经 商品 化 ,这 种 ICAT 试剂 标记 的 肽 段 在 保 
留 时 间 上 没有 差异 , 定量 将 更 为 准确 (本 实验 室 未 发 表 结果 )。 

ICAT 方 法 的 另 一 个 问题 是 ,试剂 中 的 Biotin 基 团 相对 于 肽 段 是 相当 大 的 ,在 做 二 级 
质谱 碎片 分 析 时 ,巨大 的 修饰 对 肽 段 碎片 的 形成 不 利 , 在 大 规模 分 析 时 会 造成 蛋白 质 鉴定 
的 分 数 偏 低 。 进 一 步 的 实验 中 已 经 将 Biotin 修饰 部 分 在 亲 和 纯 化 后 去 除 , 提 高 了 肽 段 碎 
片 谱 的 质量 。 

ICAT 技术 定量 依赖 于 ICAT 试剂 特异 性 地 结合 于 半 胱 氨 酸 残 基 的 游离 菏 基 上 ,但 
是 在 细胞 总 蛋白 质 中 (以 酵母 为 例 ) , 约 8% 的 蛋白 质 是 不 含有 半 胱 氨 酸 的 ,就 无 法 用 
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图 17.13，I 试 剂 标 记 肽 TVSPNCYIACGISGAIQHLAGMGSSK 的 MSMMS 图 谱 
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图 17.14 Ps 试剂 标记 肽 TVSPNCYIACGISGAIQHLAGMGSSK 的 MSZMS 图 谱 


bll 


58 和 吕 9 


2000 





ICAT 定 量 。 所 以 ,目前 也 有 发 展 了 其 他 方法 如 标记 在 赖 氨 酸 、 精 氨 酸 的 同位 素 氨 基 酸 扒 


人 法 等 。 但 就 标记 特异 性 和 使 用 简便 程度 而 言 , ICAT 技术 的 优势 还 是 明显 的 。 


就 定量 


蛋 上 质 组 学 研究 的 发 展 方向 而 言 , 以 ICAT 技术 为 代表 的 稳定 同位 素 标 记 技 术 将 发 挥 越 


来 越 大 的 作用 。 


- 泪 人 8， 


秆 五 条 必 os 站 大 各 


蛋白 质 组 研究 与 基因 组 研究 相 比 最 大 的 不 同和 难点 之 一 就 是 定量 , 而 蛋白 质 表 达 量 


的 差异 又 是 影响 生物 功能 的 重要 因素 。 和 蛋白 质 组 定量 技术 现在 还 处 于 起 步 阶段 ,也 面临 
着 很 多 难题 :首先 ,对 低 丰 度 蛋 白质 检测 的 困难 显然 阻碍 了 对 这 些 蛋 白质 的 定量 。 其 次 ， 
当 蛋 白质 表达 量 差异 很 小 ,如 在 50% 以 下 时 ,精确 定量 成 为 瓶颈 。 另 外 ,生物 体系 中 蛋白 
质 表 达 的 瞬时 变化 的 捕捉 是 样品 制备 中 需要 关注 的 问题 。 总 之 ,蛋白 质 组 定量 技术 的 研 
究 和 应 用 还 任重道远 。 
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第 十 八 章 重 日 质 组 研究 中 的 翻译 后 修 和 饰 分 析 
第 一 节 ”磷酸 化 蛋白 质 组 研究 
和 闪 关注 的 病 


蛋白 质 磷酸 化 研究 是 一 项 大 事业 。 在 生命 现象 的 许多 关键 调节 机 制 中 ,蛋白 质 的 磷 
酸化 是 最 重要 的 翻译 后 修饰 。20 世纪 50 年 代 , 发 现 磷 酸化 酶 a 和 磷酸 化 酶 b 原来 是 同 
一 种 酶 的 磷酸 化 和 脱 磷酸 化 形式 。 从 那 时 开始 ,生物 学 家 开始 将 蛋白 质 的 磷酸 化 看 作 是 
一 种 动态 的 生物 调节 过 程 册 J。 在 原核 生物 中 ,磷酸 化 位 点 主要 位 于 组 氨 酸 、 谷 氨 酸 和 天 
冬 氮 酸 残 基 , 但 真 核 生 物 中 的 磷酸 化 主要 发 生 在 丝氨酸 、 苏 氨 酸 和 酷 氨 酸 残 基 C2。 自 从 
20 世纪 50 年 代 以 后 ,磷酸 化 蛋白 质 的 研究 一 直 受 到 生物 学 家 的 广泛 重视 ,重大 的 研究 成 
果 屡 见 不 鲜 。 但 是 ,传统 的 磷酸 化 分 析 依 赖 于 放射 性 同位 素 标记 、Edman 降解 以 及 薄 层 
层 析 等 方法 ,这 些 方法 宛 长 ,需要 高 超 的 实验 技巧 和 较 多 的 蛋白 质 ,而 且 对 操作 者 存在 
放射 性 危险 63]。 

20 世纪 80 年 代 , 蛋 白质 分 析 领 域 发 生 了 一 场 重 要 的 技术 革命 。“ 电 喷雾 "一 一 第 一 
种 可 以 运用 于 生物 大 分 子 的 质谱 电离 方式 诞生 了 ,随后 ,基质 辅助 激光 解析 电离 也 应 用 于 
蛋白 质 的 分 析 ,质谱 分 析 成 为 蛋白 质 分 析 领 域 的 中 坚 力量 。 当 然 ,作为 蛋白 质 分 析 - 新 宠 ” 
的 质谱 技术 ,也 被 大 量 用 于 磷酸 化 和 蛋白质 的 检测 。 

90 年 代 后 ,质谱 技术 的 发 展 迎 来 了 历史 上 最 好 的 阶段 ,世界 各 国 投入 大 量 精力 ,开发 
质谱 技术 。 各 种 类 型 的 质谱 纷纷 出 现 :如 MALDI-TOF MALDI-QTOF 、MALDI-TOF- 
TOF\MALDI-ION-TRAP ESI-ION-TRAP ESI-Q-TOF 三 级 四 极 杆 质谱 和 即将 成 为 质 
谱 技 术 先 锋 的 FTICR。 本 文 将 就 使 用 现代 质谱 技术 对 真 核 生物 蛋白 质 磷酸 化 的 分 析 检 
测 及 磷酸 化 蛋白 质 组 研究 的 策略 进行 综述 。 


人 


蛋白 质 磷 酸化 在 真 核 生物 中 是 非常 重要 而 且 是 非常 普遍 的 现象 。 据 估计 ,在 任 一 给 
定时 刻 ,细胞 内 约 有 173 的 蛋白 质 存 在 磷酸 化 4。 在 真 核 生 物 常 见 的 三 种 磷酸 化 形式 中 ， 
丝氨酸 磷酸 化 最 多 , 苏 氨 酸 磷酸 化 其 次 ,而 酷 氨 酸 磷酸 化 最 少 '5 引 ,三 者 的 比例 是 1 800: 
200:1。 磷 酸化 对 于 蛋白 质 而 言 是 非 均一 性 的 ,大 多 数 磷酸 化 蛋白 质 都 有 多 个 磷酸 化 位 
点 ,但 这 并 不 意味 着 某 一 蛋白 质 分 子 的 所 有 潜在 的 磷酸 化 位 点 都 是 磷酸 化 的 [%4。 人 类 的 
基因 组 中 有 2% 的 序列 用 来 编码 磷酸 化 蛋白 质 ,主要 是 蛋白 质 激酶 和 磷酸 酯 酶 ,其 中 丝 氮 
酸 和 苏 氨 酸 激酶 的 数量 是 酷 氨 酸 激酶 的 4 倍 ,而 它们 的 磷酸 酯 酶 的 数量 基本 相同 中 。 

要 对 蛋白 质 磷酸 化 进行 分 析 , 首 先 要 对 有 蛋白质 磷 酸化 的 化 学 有 所 了 解 。 丝 氮 酸 和 苏 
氨 酸 磷酸 化 是 不 稳定 的 ,在 碱 性 条 件 下 ,磷酸 基 团 会 脱 去 ,发 生 B 消除 ( 图 18.1)。 酷 氢 酸 
的 磷酸 化 由 于 磷酸 基 团 连 在 苯 环 上 ,不 会 发 生 B 消除 ,相对 是 较 稳 定 的 。 丝 氨 酸 和 苏 氢 酸 
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残 基 上 磷酸 基 团 脱 去 后 的 质量 变化 与 酷 氨 酸 是 不 同 的 (图 18.2) , 酷 氨 酸 因为 无 法 进行 B 
消除 反应 。 所 以 ,在 质量 变化 上 比 丝氨酸 和 苏 氨 酸 少 一 步 ,减少 的 分 子 质量 是 80Da, 而 不 
是 98Da, 这 些 细 节 的 质量 变化 是 磷酸 化 质谱 检测 中 所 必须 注意 的 。 
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18.1 丝氨酸 和 苏 氢 酸 磷酸 化 的 不 稳定 性 (R= H\CHs) 
磷酸 基 团 在 碱 性 环境 下 易于 脱 去 ,并 伴随 着 B 消 除 反应 ,再 脱 去 一 分 子 水 
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图 18.2 ”氨基 酸 残 基 上 的 磷酸 基 团 脱落 时 发 生 的 结构 变化 和 质量 变化 


分 析 蛋 白质 磷酸 化 是 困难 的 ,尽管 现代 质谱 技术 的 发 展 非常 迅猛 ,但 是 磷酸 化 面临 的 
难点 仍然 存在 。 具 体 分 析 有 以 下 几 点 。 首 先 , 磷 酸化 蛋白 质 在 细胞 内 的 蛋白 质 中 是 相对 
较 低 丰 度 的 。 第 二 ,即使 我 们 找到 一 种 磷酸 化 蛋白 质 , 也 不 能 排除 有 该 蛋白 质 的 其 他 磷酸 
化 形式 存在 ,在 体内 磷酸 化 与 其 说 是 一 座 “ 山 (静态 ) ,不 如 说 是 一 条 "* 河 ”( 动 态 )。 第 三 ， 
细胞 内 有 很 多 磷酸 酯 酶 ,在 样品 处 理 时 ,这些 酶 很 容易 将 磷酸 基 团 脱 掉 。 因 此 ,在 处 理 样 
品 时 ,加 入 磷酸 酯 酶 抑制 剂 是 非常 必要 的 '9 。 第 四 ,磷酸 化 蛋白 质 酶 解 后 的 磷酸 化 肽 段 ， 
因为 其 化 学 性 质 的 负电 性 ,在 质谱 技术 中 面临 着 难以 质子 化 的 困难 。 此 外 ,磷酸 化 肽 段 在 
质谱 图 谱 中 还 往往 受到 非 磷酸 化 的 肽 段 信 号 的 强烈 抑制 ,这 一 点 在 MALDI 源 的 质谱 中 
尤为 明显 :7 。 


5 多 浊 二 


《一 ) 晤 集 的 肛 略 
由 于 磷酸 化 蛋白 质 的 丰 度 低 , 而 且 磷 酸化 肽 段 分 析 检 测 存 在 困难 ,使 得 富 集 在 磷酸 化 


蛋白 质 组 的 研究 中 显得 十 分 重要 。 富 集 的 策略 应 用 在 磅 酸化 蛋白 质 组 研究 中 ,有 两 种 不 
同 的 应 用 阶段 ,包括 富 集 磷酸 化 蛋白 质 和 富 集 磷酸 化 肽 段 。 


1. 磷酸 化 蛋白 质 的 富 集 


这 一 类 富 集 策略 的 目标 是 磷酸 化 的 重 白质 。 富 集 这 些 蛋 白质 的 主要 手段 是 使 用 磁 酸 
化 蛋白 的 抗体 。 磷 酸化 蛋白 质 的 抗体 主要 分 成 两 种 :一 种 是 丝氨酸 和 苏 氨 酸 磷酸 化 蛋白 
质 的 抗体 , 另 一 种 是 酷 氨 酸 磷酸 化 蛋白 质 的 抗体 。 其 中 , 酷 氨 酸 磷酸 化 抗体 的 应 用 较 早 ， 
已 有 专 一 性 强 效率 高 的 抗体 存在 ,因此 也 较 早 用 于 免疫 共 沉 淀 "1。 最 近 , 已 经 有 可 用 于 
丝氨酸 和 苏 氨 酸 磷酸 化 的 抗体 面世 ,这 些 抗体 不 但 可 以 用 于 Western 印迹 检测 ,还 可 以 用 
于 免疫 共 沉 淀 纯化 磷酸 化 和 蛋白质, 将 大 大 方便 免疫 共 沉 演 在 磷酸 化 蛋白 质 的 富 集 中 的 应 
用 [9 。 

同样 是 富 集 磷酸 化 蛋白 质 ,也 有 采用 化 学 方法 进行 修饰 ,改变 磷酸 基 团 的 化 学 性 质 ， 
然后 特异 性 分 离 纯化 ,并 可 以 定量 分 析 这 些 磷酸 化 蛋白 质 L10-21。 这 些 方法 无 一 例外 地 
涉及 到 化 学 修饰 的 效率 问题 ,在 试验 中 和 蛋白质 的 损失 是 难免 的 ,这 也 间接 影响 了 此 类 方法 
的 应 用 。 其 中 一 种 化 学 修饰 的 基础 是 利用 磷酸 基 团 脱 去 后 的 B 消除 反应 ,通过 加 成 反应 ， 
共 价 连接 新 的 化 学 修饰 基 团 。8B 消除 反应 后 生成 的 脱氧 氨基 酸 直 接 由 质谱 检测 (MS/7 
MS) ,或 用 EDT (ethanedithiol) 作 为 亲 核 试剂 ,提供 一 个 新 的 琉 基 以 便 连接 一 个 生物 素 的 
亲 和 标 签 ,为 下 一 步 的 亲 和 纯 化 和 同位 素 标记 定量 (ICAT) 提 供 条 件 05231。 肽 段 中 的 半 
胱 氨 酸 和 甲 硫 所 酸 会 和 EDT 发 生 副 反应 ,因此 首先 要 对 这 两 种 残 基 进 行 强烈 氧化 ,使 其 
丧失 活性 。Goshe 等 人 使 用 同位 素 标 记 的 EDT, 这 提供 了 一 个 巧妙 的 解决 磷酸 化 肽 段 定 
量 问题 的 方案 521( 如 图 18.3 所 示 )。 这 种 化 学 方法 的 优点 是 所 有 的 反应 都 在 同一 个 反应 
体系 内 进行 ,没有 很 多 的 反应 步骤 ,反应 的 产 率 有 一 定 保证 ;其 缺点 是 对 于 酷 氨 酸 的 磷酸 
化 是 无 能 为 力 的 。 

第 二 种 化 学 修饰 是 第 一 种 方法 的 合理 补充 , 它 可 以 应 用 于 酷 氢 酸 磷酸 化 的 检测 。 这 
种 方法 在 保护 肽 段 的 氨基 和 羧基 端的 基础 上 ,对 磷酸 基 团 进行 化 学 修饰 ,然后 用 特异 化 学 
表面 的 微 球 纯化 ,很 明显 ,这 一 方法 的 化 学 基础 复杂 ,其 核心 是 对 磷酸 基 团 的 修饰 ,以 便 和 
有 特异 化 学 表面 的 玻璃 珠 结合 纯化 。 这 一 方法 的 缺点 是 步骤 太 多 , 产 率 相对 较 低 ,这 一 点 
连作 者 本 人 都 不 否认 :014。 详 细 化 学 过 程 见 图 18.4。 


2. 磷酸 化 肽 段 的 富 集 策 略 


磁 酸化 蛋白 质 组 研究 中 应 用 的 抗体 只 是 对 磷酸 化 蛋白 质 有 效 。 对 磷酸 化 肽 段 进行 富 
集 使 用 较 多 的 是 固定 金属 丈 合 亲 和 层 析 (immobilized metal affinity chromatography， 
IMAC) O 


磷酸 化 酷 氨 酸 残 基 由 于 结构 的 制约 ,不 能 像 磷 酸化 丝氨酸 和 苏 氨 酸 那样 发 生 B 消除 


反应 ,因此 分 子 质量 数 的 变化 只 有 80Da, 而 一 般 磷 酸化 丝氨酸 和 苏 氨 酸 的 质量 数 变 化 有 
98Da。 
“3 
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图 18.3 通过 同位 素 标记 的 化 学 修饰 进行 丝氨酸 和 苏 氮 酸 磷酸 化 肽 段 的 富 集 和 定量 


这 项 技术 从 20 世纪 90 年 代 开 始 应 用 于 磷酸 化 肽 段 的 检测 ,在 online 和 offline 两 个 
形式 上 都 得 到 了 满意 的 结果 [4-11。IMAC 技术 是 用 于 富 集 磷 酸化 的 肽 段 , 对 磷酸 化 蛋 
白质 的 富 集 是 无 效 的 。IMAC 技术 使 用 的 金属 离子 主要 是 Fe+ 和 Ga3+ , 据 文 献 4461 报 道 
Gas+ 的 富 集 效果 比 Fes* 要 好 ,但 是 本 实验 室 的 实践 和 后 续 的 文献 报道 [0 显示 ,Fes+ 的 效 
果 是 可 以 接受 的 ,而 且 由 于 Fe 的 价格 便宜 和 易于 操作 的 优点 , 比 Ga 的 应 用 要 广 
泛 些 。 

蛋 和 白质 组 学 的 开展 ,需要 有 大 规模 自动化 的 技术 。 对 IMAC 技术 的 要 求 也 是 如 此 ， 
尽管 有 报道 ,在 offline 条 件 下 的 磷酸 化 肽 段 纯 化 有 良好 的 结果 ,但 是 从 长 远 来 看 , IMAC 
参与 其 中 的 多 维 色谱 技术 的 发 展 是 必须 的 。 在 这 一 方面 ,已 经 显著 进展 。Zarling 等 人 在 
2000 年 报道 使 用 内 径 100wm 的 IMAC 柱 ,与 两 根 反 相 柱 联 用 形成 多 维 色 谱 , 取 得 了 良好 
的 试验 效果 [1]。 之 后 不 久 ,在 Nature Biotechzology 杂志 上 ,就 报道 了 更 出 色 的 工作 [20] ， 
在 使 用 基本 相同 的 技术 手段 的 情况 下 ,在 酵母 的 全 细胞 裂解 液 中 检测 到 了 超过 1 000 个 划 
酸化 肽 段 ,并 分 析 了 其 中 的 一 部 分 。 

IJIMAC 柱 富 集 磷 酸化 肽 段 的 原理 ,是 利用 磁 酸 基 团 的 负电 性 与 IMAC 柱 上 的 带 正 电 
的 金属 离子 结合 ,从 而 起 到 纯化 的 作用 。IMAC 技术 对 丝氨酸 、 苏 氨 酸 和 酷 氨 酸 磷酸 化 都 
有 效 ,但 是 IMAC 柱 上 的 正 电 荷 位 点 同样 会 与 肽 段 中 的 天 冬 氢 酸 、 谷 氨 酸 和 组 所 酸 残 基 
结合 ,从 而 特异 性 和 非特 异性 肽 段 同时 富 集 。 所 以 ,IMAC 方法 面临 的 最 主要 的 缺点 是 特 
异性 不 强 。 在 上 述 同一 篇 文献 中 ,对 大 酸 化 肽 段 中 的 酸性 残 基 进 行 了 预先 的 甲 基 酯 化 , 封 
闭 了 上 述 氮 基 酸 的 酸性 侧 链 ,从 而 大 大 提高 了 IMAC 方法 的 特异 性 [201。 这 一 方法 弥补 了 
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图 18.4 化 学 修饰 后 进行 磷酸 化 蛋白 质 的 纯化 (碳化 二 乙 胺 反应 ) 


IMAC 技术 最 大 的 缺陷 ,为 大 规模 磷酸 化 蛋白 质 组 学 的 开展 展现 了 美好 的 前 景 。 

磷酸 化 蛋白 质 和 肽 段 的 富 集 对 于 它们 的 检测 是 重要 的 ,进行 磷酸 化 蛋白 质 组 研究 ,第 
一 步 要 做 的 就 是 富 集 , 以 上 介绍 的 这 两 方面 的 富 集 策 略 ,各 有 优 缺 点 。 笔 者 认为 ,以 抗体 
为 基础 的 第 一 种 策略 有 效 但 昂贵 , 现 阶段 酷 氨 酸 磷酸 化 蛋白 质 的 抗体 比 丝氨酸 和 苏 氨 酸 
的 要 有 效 些 ,对 于 大 多 数 国内 实验 室 来 说 , 受 财 力 所 限 使 用 时 会 有 困难 ;而 以 色谱 方法 为 
基础 的 IMAC 方法 ,同样 是 有 效 的 ,甚至 于 在 有 化 学 修饰 辅助 下 是 更 有 效 的 [201 ,重要 的 是 
其 试验 花费 和 前 者 相 比 是 微不足道 的 ,因此 会 有 更 好 的 应 用 。 本 实验 室 的 实践 证 明 在 国 
内 现 有 的 条 件 下 ,使 用 相对 简单 的 IMAC 色谱 柱 对 磷酸 化 肽 段 的 富 集 也 能 得 到 满意 的 
结果 。 


三) 磷酸 化 肽 段 的 质谱 检测 


当代 质谱 技术 沿 着 两 条 主线 发 展 , 其 一 是 离子 源 , 其 二 是 检测 器 ,这 两 个 方向 上 几乎 

包括 了 所 有 新 的 技术 思路 。 就 离子 源 而 言 , 自 从 20 世纪 八 九 十 年 代 发 明 ESI 和 MALDI 

后 , 鲜 有 质 的 突破 。 时 至 今日 , 绝 大 多 数 生物 质谱 的 离子 化 方式 仍然 是 这 两 种 。 而 就 质量 

分 析 器 而 言 ,种 类 倒是 颇 多 ,有 经 典 的 三 级 四 极 杆 离子 阱 和 飞行 时 间 检 测 器 ,也 有 稍 后 的 
。 362 ， 














Qq-IOF TOF-TOF 和 即将 成 为 热门 的 FTICR。 近 几 年 来 ,质谱 技术 的 发 展 主要 集中 在 
各 种 离子 源 和 检测 器 检测 器 和 检测 器 的 “杂交 ”上 ,产生 了 多 种 新 细 的 生物 质谱 ,应 用 于 
生物 学 各 个 领域 。 以 下 将 从 生物 质谱 的 这 些 技术 特征 角度 ,分 别 介绍 应 用 于 蛋白 质 组 磷 
酸化 研究 的 情况 。 


1. 以 MALDI 为 离子 源 


以 MALDI 为 离子 源 的 生物 质谱 通过 PMF(peptide mass fingerprinting ) 技 术 ,在 鉴定 
蛋白 质 的 工作 中 取得 了 很 好 的 结果 ,但 将 MALDI 离子 源 的 质谱 应 用 于 蛋白 质 组 磷酸 化 
研究 就 遇 到 了 问题 。 如 前 所 述 ,磷酸 化 肽 段 是 带 有 负电 性 的 ,而 生物 质谱 常用 正 离子 模 
式 , 它 的 离子 化 就 显得 不 佳 。 更 糟糕 的 是 进行 磷酸 化 研究 时 ,磷酸 化 肽 段 常 常 和 非 酸 化 
的 肽 段 混 合 在 一 起 ,在 MALDI 源 的 情况 下 ,磷酸 化 肽 段 的 信和 号 会 被 非 磷酸 化 肽 段 的 质谱 
信和 号 抑制 。 在 未 经 富 集 的 情况 下 ,一 个 磷酸 化 蛋白 质 的 磷酸 化 肽 段 在 MALDI 源 时 ,经 常 
会 淹没 在 其 他 非 磷 酸化 肽 段 的 信号 中 , 连 信 和 号 都 没有 ,分 析 研 究 磷酸 化 的 位 置 、 数量 和 变 
化 就 成 了 奢望 。 此 外 ,因为 以 MALDI 为 离子 源 的 质谱 没有 分 离 能 力 , 所 以 蛋白 质 必 须 先 
进行 纯化 ,在 蛋白 质 组 学 中 , 现在 应 用 最 广 的 纯化 方法 还 是 双向 电泳 和 HPLC。 因 此 ， 
MALDI 质谱 分 析 磷 酸化 时 ,就 会 有 些 必要 的 前 处 理 。 

首先 ,磷酸 酯 酶 被 应 用 到 磷酸 化 肽 段 的 检测 中 [48.242]。 磷 酸 酯 酶 处 理 蛋白 质 的 前 
后 ,磷酸 化 肽 段 的 质量 数 会 有 变化 ,这 为 磷酸 化 肽 段 的 检测 提供 了 前 提 条 件 ; 更 重要 的 是 ， 
很 多 磷酸 化 肽 段 在 脱 去 磷酸 基 团 后 ,质谱 信和 号 会 有 很 大 提高 48]。 这 样 比较 前 后 图 谱 , 寻 
找 质 量 数 变化 80 或 98Da 和 强度 增 大 的 信和 号 就 很 可 能 是 磷酸 化 肽 段 。 在 磷酸 酯 酶 反应 
时 ,丝氨酸 和 苏 氨 酸 磷 酸化 肽 段 的 质量 变化 可 能 是 80Da, 也 可 能 是 98Da, 后 者 的 发 生 是 
因为 在 磷酸 基 团 脱落 后 发 生 了 8 消除 反应 , 酷 氨 酸 磷 酸化 肽 段 只 有 80Da 的 质量 数 变 化 。 
磷酸 酯 酶 的 另 一 种 应 用 方式 是 固定 化 磷酸 酯 酶 ,使 脱 磷酸 作用 发 生 在 亲 和 柱 上 ,这 提高 了 
酶 反应 的 效率 和 方法 的 自动 化 程度 [23] 。 

其 次 ,以 MALDI 为 离子 源 的 质谱 检测 磷酸 化 肽 段 时 ,对 磷酸 化 肽 段 的 富 集 显 得 更 为 
重要 。 这 其 中 ,IMAC 技术 与 之 合用 较为 多 见 014-16'18] 。 磷 酸化 肽 段 经 过 富 集 , 在 MALDI 
质谱 上 的 检测 信号 会 有 较 大 的 提高 ,对 于 这 一 点 ,本 实验 室 对 B 栈 蛋白 的 酶 解 产 物 进 行 了 
IMAC 的 富 集 ,其 磷酸 化 肽 段 的 信号 得 到 明显 增强 。 

MALDI 离子 源 质谱 较 早 使 用 的 是 TOF 检测 器 , 受 其 原理 所 限 ,MALDITOF 质谱 的 
PSD 碎片 分 析 非 常 困 难 。 为 了 克服 MALDI 质谱 的 这 一 重要 缺陷 ,近年 来 ,发 展 了 多 种 以 
MALDI 为 离子 源 的 “杂交 ”质谱 ,如 MALDI-ION-TARP、MALDI-Qq-TOF 和 MALDTI- 
TOF-TOF 等 等 。 这 些 技术 的 出 发 点 都 是 为 了 在 MALDI 离子 源 的 情况 下 ,进行 肽 段 的 碎 
片 分 析 。MALDLIONTRAP 质谱 是 其 中 较 早 出 现 的 一 种 !24,5] ,思路 是 将 MALDI 源 产 生 
的 离子 选择 性 的 用 离子 阱 俘获 ,并 作 CID(collision-induced dissociation ) 分 析 ,得 到 肽 段 碎 
片 信息 ,以便 更 好 地 分 析 鉴 定 蛋 白质 。 在 选择 作 CID 的 离子 时 , 主要 选择 有 成 对 出 现 的 
质量 数 相差 98Da 的 质谱 信号 。MALDIION-TRAP 技术 很 早 就 被 认为 是 有 前 景 的 [。 
当时 此 项 质谱 技术 还 停留 在 实验 室 阶 段 ,而 现在 这 种 质谱 已 经 被 成 功 地 商品 化 ,并 很 快 被 
应 用 于 磷酸 化 肽 段 的 检测 上 来 24。Chait 等 人 的 工作 说 明 , 在 这 种 质谱 条 件 下 ,丝氨酸 、 
苏 氨 酸 和 酷 氨 酸 磷酸 化 肽 段 在 CID 分 析 时 ,都 会 形成 失去 98Da 的 碎片 峰 !5]。 丝 氨 酸 和 
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苏 氨 酸 磷 酸化 肽 段 CID 时 失去 的 98Da 的 质量 数 一 般 被 认为 是 伴随 着 B 消除 反应 而 发 生 
的 (也 有 人 认为 是 czis-1,2-elimination , 而 不 是 B-eliminationl27] ) ,丝氨酸 和 苏 氨 酸 磷 酸化 肽 
段 磷酸 基 团 的 脱落 是 常见 的 现象 ,而 且 与 肽 段 的 撒 基 酸 构成 没有 关系 。 而 酷 氨 酸 磷 酸化 
肽 段 在 CID 时 的 质量 数 变化 也 是 98Da, 这 很 有 意义 。 现 在 认为 这 里 发 生 了 两 步 反 应 ,第 
一 是 HPO; 的 失去 ,第 二 是 一 分 子 水 的 失去 。 同 时 , 酷 氨 酸 磷酸 化 肽 段 的 磷酸 基 团 较 前 两 
者 不 易 脱 落 (这 些 脱落 与 肽 段 的 氨基 酸 组 成 有 关 ,在 肽 段 中 有 碱 性 氨基 酸 赖 氨 酸 和 精 氢 酸 
存在 时 有 利于 磷酸 基 团 的 脱落 ) ,因此 ,在 CID 时 能 看 到 带 有 磷酸 的 肽 段 碎片 ,这 一 点 可 
能 对 磷酸 化 位 点 的 判断 有 帮助 。MALDI-IONTRAP 也 有 令 人 遗憾 的 缺点 ,因为 MALDI 
离子 源 情况 下 ,产生 的 离子 大 多 是 单 电 荷 的 ,而 单 电荷 的 离子 在 离子 阱 内 作 CID 时 信号 
显得 不 太 强 烈 ,产生 的 碎片 峰 的 强度 也 不 太 理 想 ,这 不 能 不 说 是 该 项 技术 的 一 个 隐忧 。 


2. 以 ESI 为 离子 源 


可 以 毫 不 夸张 地 说 ,ESI( 电 喷雾 ) 离 子 源 质 谱 在 棍 酸化 肽 段 的 检测 中 ,有 着 比 MALDI 
离子 源 质谱 更 广泛 的 应 用 和 更 好 的 前 景 。 在 大 多 数 情况 下 ,ESI 离子 源 质谱 都 会 配 以 一 
个 HPLC 系统 作为 分 离 的 工具 ,这 使 其 可 以 分 析 较 为 复杂 的 系统 ,而 不 像 很 多 MALDI 离 
子 源 质谱 只 能 分 析 相 对 较 纯 的 样品 或 者 是 不 太 复 杂 的 肽 段 混 合 物 。 近 年 来 ,质谱 技术 与 
毛细 管 HPLC 技术 相 结合 ,而且 越 来 越 多 的 实验 室 开 始 使 用 nano-spray 的 电 喷 雾 技 术 ,大 
大 的 提高 了 ESI 技术 的 灵敏 度 和 应 用 范围 3] 。 同 时 ,也 是 由 于 ESI 离子 源 与 色谱 技术 的 
良好 兼容 性 ,多 种 现代 色谱 技术 参与 到 其 中 ,与 ESI 质谱 联 用 ,大 大 的 推动 了 质谱 本 身 的 
发 展 。 比 如 ,多 维 色谱 技术 、IMAC 技术 、 微 柱 HPLC 以 及 填料 技术 等 等 都 越 来 越 多 的 在 
质谱 技术 中 发 挥 作用 。 可 以 说 ,以 电 喷 雾 技术 为 离子 源 的 质谱 是 蛋白 质 组 学 研究 的 主力 ， 
同时 也 是 砍 酸化 蛋 白 质 组 研究 的 重要 武器 。 这 方面 ,磷酸 化 肽 段 的 分 析 方 法 是 丰富 多 彩 
的 ,其 核心 是 围绕 着 肽 段 磷酸 化 的 检测 。 

(1) 前 离子 扫描 (Precursor ion scan ) 

前 体检 测 的 思路 是 ,利用 磷酸 基 团 的 化 学 特性 ,检测 它 在 各 种 条 件 下 所 生成 的 有 特点 
的 离子 。 这 其 中 有 带 负 电 的 PO ,也 有 带 正 电 的 immonium 离子 。 前 离子 扫描 这 项 方法 
的 离子 源 都 是 电 喷雾 的 ,而 质量 分 析 器 主要 是 串联 质谱 ,如 三 级 四 级 杆 和 Qq-TOF 等 。 

前 体 离子 中 较 早 被 用 来 做 前 离子 扫描 的 是 POI (mm 人 z 79)。PO 是 在 低能 量 的 
CID 时 ,从 磷酸 化 肽 段 上 脱落 的 小 分 子 离子 ,将 它 作 为 标识 分 子 进行 检测 ,然后 在 串联 质 
谱 中 对 它 的 母 离 子 进 行 分 析 。 在 使 用 三 级 四 级 杆 分 析 器 时 ,经典 的 方法 是 ,第 一 级 四 级 杆 
分 析 顺 进行 全 质量 数 范围 扫描 ,第 二 级 四 级 杆 分 析 器 进行 CID 碎片 分 析 , 而 第 三 级 四 级 
杆 分 析 器 则 专门 扫描 POi (xyz 79)f291。 在 找到 这 个 特征 性 的 小 分 子 的 时 刻 ,质谱 上 记 
录 下 的 肽 段 和 肽 段 CID 的 信息 就 是 磷酸 化 肽 段 的 的 信息 。 之 所 以 能 够 对 PO4 进行 前 离 
子 扫描 ,作为 磷酸 化 肽 段 的 特征 性 标识 ,原因 是 现代 生物 质谱 对 这 样 的 小 分 子 有 着 很 高 的 
灵敏 度 和 准确 度 。 对 POj -的 前 离子 扫描 ,在 多 项 研究 中 得 到 了 应 用 !30,30 ,但 是 这 里 有 个 
政 导 的 问题 ,如 果 没 有 HPLC 进行 分 离 ,前 离子 扫描 的 分 析 是 不 可 想像 的 ,但 是 ,HPLC 的 
酸性 环境 对 质谱 的 负离子 模式 的 灵敏 度 是 非常 不 利 的 。 尽 管 有 人 尝试 使 用 多 维 色 谱 来 解 
决 所 遇 到 的 困难 !321 ,但 是 这 种 努力 显然 遇 到 了 很 大 的 技术 阻力 ,没有 获得 如 意 的 前 景 。 

前 体 离子 扫描 的 发 展 是 很 快 的 , 面 对 负 离子 模式 下 一 些 难以 逾越 的 困难 , 另 一 些 正 离 
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子 模式 下 的 前 体 离子 扫描 方法 被 发 展 起 来 !333]1。 较 早 一 些 的 是 扫描 酷 氨 酸 磷 酸化 的 im- 
monium(pY) 离子 (mm /xz 216.043) ,最 早 Hoffmann R 等 人 首先 描述 到 imnmonium 离子 是 
酷 氨 酸 磷 酸化 肽 段 的 特征 性 的 碎片 离子 :3%1。2001 年 ,丹麦 学 者 将 这 种 离子 的 前 离子 扫 
描 付 诸 实践 5]。 他 们 使 用 的 质量 分 析 器 是 Q-TOF, 之 所 以 要 使 用 这 种 分 析 器 ,是 因为 其 
精确 度 比 三 级 四 极 杆 要 高 ,而 要 在 一 系列 的 质量 数 相差 很 小 的 碎片 离子 中 准确 的 找到 
immonium 离子 ,需要 相当 高 的 精确 性 。 他 们 的 工作 显示 ,这 种 方法 在 标准 品 上 可 以 达到 
1 飞 摩尔 的 水 平 , 而 在 胶 内 和 蛋白质 也 只 要 100 飞 摩尔 就 足够 了 。 这 方法 可 以 作为 研究 酷 
氨 酸 磷酸 化 时 的 不 错 的 选择 。 另 一 些 正 离子 模式 的 方法 ,涉及 到 对 残 基 上 的 雁 酸 基 团 的 
化 学 修饰 5331 ,在 磷酸 基 团 脱 去 发 生 B 消除 反应 后 ,加 入 合成 的 琉 基 季 贸 (2-dimethy- 
laminoethanethiol) ,进行 加 成 反应 ,然后 在 低能 量 的 CID 下 ,产生 特异 性 的 小 分 子 碎片 。 
前 离子 扫描 技术 大 多 数 情况 下 ,使 用 的 是 串联 的 质量 分 析 器 ,如 三 级 四 极 杆 `\Q-TOF 等 ， 
在 后 一 级 分 析 器 上 发 现 特征 分 子 后 ,可 以 在 同时 的 前 一 级 分 析 器 上 即时 的 分 析 母 离子 ,以 
便 获 取 肽 段 的 序列 信息 。 在 离子 阱 分 析 器 上 ,较为 常用 的 发 现 磷酸 化 肽 段 的 方法 则 是 作 
中 性 丢失 扫描 (neutral loss scan ) 。 

(2) 中 性 丢失 扫描 (neutral loss scan ) 

Hunter AP 等 人 最 早 前 述 了 磷酸 化 肽 段 在 CID 前 后 的 质量 数 变化 ,在 大 多 数 情况 下 ， 
磷酸 化 肽 段 的 质量 数 变 化 是 98Da, 以 这 一 特征 性 的 质量 变化 为 判断 磷酸 化 是 否 存 在 的 依 
据 B71。 中 性 丢失 扫描 在 磷酸 化 质谱 检测 的 方法 中 占有 重要 的 地 位 ,方法 主要 的 优点 在 于 
思路 比较 简洁 ,可 以 完全 在 正 离子 模式 下 操作 ,不 会 像 前 离子 扫描 那样 碰 到 负离子 模式 下 
的 灵敏 度 下 降 的 问题 ,此 外 ,如 前 所 说 ,此 方法 在 离子 阱 分 析 器 中 也 可 以 有 很 好 的 利 
用 [8] 。 

中 性 丢失 扫描 也 会 遇 到 一 些 问题 。 因 为 质谱 检测 到 的 是 质量 电荷 比 而 不 是 质量 本 
身 , 因 此 在 核对 质量 数 的 变化 时 ,并 不 是 只 要 核对 98Da 就 可 以 。 也 就 是 说 ,中 性 丢失 的 
信号 可 能 有 几 个 数值 ,在 单 电荷 离子 是 98Da, 双 电荷 和 三 电荷 是 49Da 和 32.66Da。 这 就 
提出 一 个 要 求 ,要 么 知道 要 检测 的 磷酸 化 肽 段 离子 的 电荷 数 ,要 人 么 在 软件 中 设 定 多 个 参 
数 ,前 者 对 于 未 知 物 是 难以 了 解 的 ,而 后 者 会 增加 程序 分 析 的 难度 和 准确 性 。 更 令 人 感 兴 
趣 的 是 ,磷酸 化 肽 段 的 电荷 实际 上 与 磷酸 基 团 在 CID 中 脱落 的 可 能 性 有 关 。 中 性 丢失 另 
一 个 不 可 回避 的 问题 是 ,磷酸 化 肽 段 质量 数 变化 的 多 样 性 。 在 多 数 情况 下 ,数值 是 98Da， 
但 也 可 能 是 80Da, 原 因 是 磷酸 化 肽 段 在 CID 时 发 生 的 B 消除 反应 时 气态 反应 ,反应 中 有 
可 能 失去 的 是 一 个 磷酸 分 子 (HPO4 ) ,也 可 能 失去 的 是 HPO; ,80Dalt3l。 不 管 是 98Da 还 
是 80Da, 如 果 磷 酸化 的 残 基 是 酷 氨 酸 ,磷酸 基 团 的 脱落 就 不 如 另 两 种 磷酸 化 残 基 容 易 。 

从 理论 上 说 ,在 质谱 的 正 离子 模式 下 ,使 用 中 性 丢失 扫描 是 检测 磷酸 化 肽 段 的 好 方 
法 ,在 方法 学 的 层面 上 ,很 早 就 有 学 者 进行 了 研究 ,并 认为 是 有 效 的 [2%.371。 但 是 ,在 面 对 
未 知 的 蛋白 质 样 品 时 ,就 显得 有 些 困难 。 原 因 是 多 方面 的 ,最 大 的 困难 是 在 肽 段 混 合 物 没 
有 富 集 磷酸 化 的 情况 下 ,磷酸 化 肽 段 的 信和 号 与 非 磷酸 化 肽 段 的 信号 相 比 是 较 弱 的 ,如 果 母 
离子 的 信和 号 很 弱 ,选择 作 CID 时 就 会 相当 困难 , 这 一 点 无 论 时 手工 选择 或 是 程序 选择 都 
会 有 难度 。 当 然 , 如 果 有 富 集 的 手段 ,或 者 离子 化 前 的 分 离 效 果 很 好 (比如 使 用 多 维 色谱 
分 离 肽 段 混合 物 ) ,还 是 会 得 到 良好 的 效果 的 f20J。 此 外 ,中 性 丢失 扫描 的 困难 还 在 于 , 当 
磷酸 化 肽 段 太 大 时 ( >2 000Da) ,在 作 中 性 丢失 扫描 时 ,会 发 现 信号 的 信 噪 比 不 好 ,这 是 因 
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为 相对 分 子 质 量 较 大 的 肽 段 本 身 的 信号 就 不 好 ,更 何况 又 有 磷酸 化 。 针 对 这 一 困难 ,有 学 
者 使 用 低 特 异性 的 蛋白 酶 (比如 弹性 蛋白 酶 ,elastase) 酶 解 磷酸 化 和 蛋白质, 产生 小 分 子 的 肽 
段 以 解决 这 一 问题 , 肽 段 碎 片 序 列 的 信息 在 一 定 程 度 上 可 以 弥补 低 特异 性 蛋白 酶 造成 的 
数据 处 理 困 难 :381 。 

以 上 介绍 的 是 磷酸 化 肽 段 的 检测 技术 ,现在 基本 上 是 依赖 于 这 两 项 技术 对 肽 段 的 磷 
酸化 与 否 进行 判断 。 这 两 项 技术 各 有 优 缺 点 。 前 离子 扫描 技术 发 展 较 早 ,有 对 负电 荷 的 
特征 小 分 子 碎片 进行 检测 的 ,也 有 对 正 电荷 的 离子 的 ,应 用 时 选择 余地 相对 较 大 ,但 是 其 
负电 荷 模式 对 质谱 灵敏 度 有 较 大 的 影响 ,而 正 电荷 模式 是 应 用 于 酷 氨 酸 磷酸 化 ,而 且 需 要 
高 分 辩 率 的 质谱 (Q-TOF)。 中 性 丢失 扫描 的 技术 特点 是 思路 较为 明确 ,可 以 应 用 于 离子 
阱 质谱 ,相信 在 磷酸 化 蛋白 质 组 学 中 的 应 用 会 更 广泛 。 

对 和 蛋白质 磷酸 化 的 质谱 分 析 分 成 两 个 方面 ,一 是 对 寻找 磅 酸化 肽 段 , 二 是 对 磷酸 化 的 
位 置 和 数量 进行 分 析 。 


(四 ) 磷酸 化 位 点 的 质谱 分 析 
可 以 认为 ,磷酸 化 的 位 点 分 析 是 肽 段 磷酸 化 分 析 这 个 难点 中 的 难点 。 
1. CID 碎片 分 析 


一 般 的 ,和 蛋白质 组 学 中 要 获得 氨基 酸 序列 信息 ,所 依赖 的 是 在 质谱 中 获得 相关 肽 段 的 
碎片 信息 ,然后 使 用 一 些 算 法 (如 著名 的 算法 SEQUEST 等 ) 将 碎片 离子 的 质谱 图 谱 与 数 
据 库 进 行 比 对 打分 ,获得 统计 结果 ,以 确定 肽 段 的 序列 。 而 这 些 碎 片 信 息 的 获得 , 主要 的 
是 用 CID(collision induced dissociation) , 即 所 谓 碰 撞 诱 导 分 裂 得 到 的 。CID 技术 是 引入 情 
性 气体 将 肽 段 离子 撞 碎 ,也 就 是 说 引入 的 是 能 量 ,是 能 级 的 升 高 迫使 肽 键 断裂 。 磷 酸 基 团 
的 酯 键 的 键 能 比 肽 键 的 要 低 , 因 此 ,在 CID 时 ,磷酸 酯 键 比 肽 键 更 容易 断裂 , 这 一 点 直接 
造成 了 磷酸 化 位 点 判断 的 困难 。 

尽管 磷酸 酯 键 在 CID 时 是 相对 脆弱 的 ,但 是 近年 来 仍然 有 很 多 小 组 致力 于 使 用 这 项 
技术 结合 中 性 丢失 扫描 技术 等 ,研究 蛋白 质 的 磷酸 化 状态 己 ,381]。 也 有 学 者 报道 ,在 肽 段 
氨基 末端 进行 化 学 修饰 ,会 使 较 多 的 磷酸 基 团 保 留 在 肽 段 碎片 中 ,使 磷酸 化 肽 段 的 位 点 分 
析 更 为 简单 [39] 。 

也 有 使 用 MALDI 离子 源 , 配 上 新 颖 的 质量 分 析 器 ,如 Qq-TOF TOF-TOF 和 传统 的 
离子 阱 质谱 进行 CID 碎片 分 析 。 有 学 者 报道 ,在 MALDIION TRAP 中 , 酷 氨 酸 磷酸 化 肽 
段 的 磷酸 基 团 在 CID 中 相对 不 容易 脱落 ,而且 脱落 与 肽 段 中 碱 性 氨基 酸 的 存在 有 关 [29 。 
其 实 磷酸 化 肽 段 的 磷酸 基 团 在 CID 中 也 有 可 能 不 发 生 脱落 ,只 是 这 种 保留 是 不 常见 的 ， 
而 且 与 CID 的 能 量 大 小 很 有 关系 ,实际 工作 中 CID 能 量 基 本 是 不 变 的 [41。 在 CID 分 析 
中 最 大 的 问题 就 是 磷酸 基 团 的 脱落 ,这 种 脱落 有 时 造成 磷酸 化 位 点 的 判断 几乎 是 不 可 能 
的 。 因 此 ,通过 化 学 修饰 ,使 磷酸 基 团 转化 成 相对 稳定 的 基 团 ,在 进行 低能 量 的 CID 时 尽 
可 能 保留 磷酸 化 位 点 (尽管 此 时 已 经 不 是 磷酸 基 团 了 ) ,可 能 对 磷酸 化 的 位 点 信息 进行 了 
解 。 已 有 学 者 对 此 展开 了 研究 ,并 获得 了 进展 !41 ,最 近 已 有 文献 报道 使 用 对 消除 反应 
后 的 磷酸 化 肽 段 进 行 亚 硫 酸 盐 加 成 ,使 得 磷酸 基 团 转 成 亚 硫 酸 根 ,提高 了 这 个 位 点 上 基 团 
的 稳定 性 '2]。 图 18.5 是 这 种 化 学 方法 的 示意 图 。 这 个 工作 小 组 的 试验 解决 了 CID 中 磷 
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酸 基 团 脱落 带 来 的 磷酸 化 位 点 分 析 的 困难 。 这 种 方法 是 对 丝氨酸 和 苏 氨 酸 磷酸 化 有 效 ， 
因为 酷 氨 酸 磷酸 化 肽 段 不 能 发 生 B 消除 反应 ,所 以 对 它 是 无 效 的 。 另 外 , 亚 硫 酸 基 团 的 引 
和 人 ,也 造成 了 CID 图 谱 分 析 难 度 的 加 大 。 尽 管 如 此 ,这 种 以 及 今后 可 能 出 现 的 其 他 种 类 
的 化 学 修饰 法 ,在 一 定 程 度 上 稳定 了 磷酸 化 位 点 ,是 蛋白 质 组 学 中 立足 于 现 有 质谱 解决 磷 
酸化 的 位 点 明确 的 有 前 景 的 策略 。 
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图 18.5 对 丝氨酸 和 苏 氨 酸 磷酸 化 的 亚 硫 酸 盐 加 成 化 学 过 程 


2. ECD(electron capture dissociation ,电子 俘获 分 裂 ) 碎 片 分 析 


FTICR, 即 傅 里 叶 离子 回旋 共振 质谱 ,是 一 种 相对 较 新 的 用 于 生物 合成 的 质谱 ,具有 
相当 高 的 分 辨 率 和 准确 性 ,是 几乎 现 有 的 生物 质谱 中 功能 最 强大 的 一 种 。 对 于 磷酸 化 肽 
段 的 分 析 ,FTICR 也 有 非常 重要 的 作用 ,其 原因 就 是 FTICR 的 碎片 模式 是 所 谓 电子 俘获 
分 裂 的 技术 ,其 原理 是 照射 一 东亚 热 态 (subthermal) 的 电子 到 电 喷 雾 所 产生 的 磷酸 化 肽 
段 ,或 者 是 小 分 子 的 蛋白 质 本 身 , 使 其 形成 碎片 !'3]。 与 CID 技术 撞击 肽 段 时 产生 的 大 量 
b 和 y 族 碎片 不 同 ,ECD 技术 产生 的 多 是 c 和 z 族 碎片 ,更 为 重要 的 是 ,磷酸 基 团 在 ECD 
中 保留 在 碎片 分 子 中 ,使 得 直接 判断 磷酸 化 位 点 成 为 一 种 可 能 ! 。FTICR 的 分 辩 率 是 极 
高 的 ,一 般 是 其 他 生物 质谱 的 10 倍 左右 。 正 因为 这 一 点 , 它 甚 至 可 以 对 小 分 子 蛋白 质 不 
进行 酶 解 而 直接 分 析 磷 酸化 状态 “1。 随 着 各 大 质谱 公司 相继 推出 各 自 的 FTICR, 相 信 
ECD 技术 不 破坏 磷酸 化 位 点 的 特点 一 定 会 被 更 多 地 应 用 到 实际 工作 中 。 


五) 磷酸 化 蛋 白 质 组 学 中 的 定量 问题 


不 管 是 蛋白 质 组 学 的 哪 一 个 分 支 ,都 会 碰 到 定量 的 问题 ,蛋白 质 磷 酸化 的 定量 更 是 其 
中 的 难点 。 蛋 白质 组 学 的 定量 问题 ,一 直 存 在 疑问 。 因 为 生物 体 中 的 蛋白 质 作 为 一 个 整 
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体 而 存在 ,大 多 数 蛋 白质 在 生命 活动 中 实际 上 是 动态 的 。 这 样 ,定量 问题 从 根本 上 说 就 不 
是 一 个 数值 能 够 代表 的 ,应 该 是 一 个 动力 学 过 程 。 蛋 白质 磷酸 化 更 是 带 有 这 个 特征 ,生命 
周期 中 的 蛋白 质 磷酸 化 是 具有 重要 作用 的 一 种 修饰 ,也 是 非常 复杂 的 ,大 多 数 相当 重要 的 
蛋白 质 磷酸 化 是 “短命 "的 ,要 想 分 析 这 些 也 许 变化 迅速 的 磷酸 化 状态 ,从 理论 上 而 言 是 困 
难 的 。 

从 质谱 的 技术 角度 而 言 ,磷酸 化 的 定量 仍然 是 个 挑战 。 已 经 有 许多 工作 致力 于 使 用 
质谱 技术 解决 定量 问题 ,其 中 有 的 尝试 是 使 用 液 质 联 用 技术 :4 , 先 分 离 磷 酸化 肽 段 然 
后 比较 其 在 质谱 上 的 信号 强度 ,以 求 定 量 估计 磷酸 化 的 相对 程度 。 但 是 ,序列 对 磷酸 化 和 
非 磷酸 化 肽 段 的 质谱 信号 的 影响 是 复杂 的 ,所 知 密 灾 , 这 些 努力 的 有 效 性 值得 怀疑 。 


同位 素 标 记 在 磷酸 化 定量 中 的 应 用 

细胞 系 | 。。 细胞 系 2 生物 学 研究 中 同位 素 的 应 用 历史 悠久 , 在 原子 物理 

AN 发 展 的 早期 ,生物 学 家 就 将 同位 素 应 用 于 生物 学 的 各 个 

领域 。 蛋 白质 组 学 的 定量 问题 的 主要 技术 思路 ,仍然 与 
和 同位 素 标记 有 关 。 

| 从 目前 研究 来 看 ,磷酸 化 研究 的 同位 素 标记 有 两 种 

(ee9 一 eg 凤 和 类型。 第 一 种 研究 策略 是 在 细胞 系 的 堵 养 基 中 加 入 稳 

定 同位 素 (主要 是 3N) ,在 普通 培养 基 中 生长 的 细胞 进行 

国共 痪 本 证 比较 而 得 到 定量 的 结果 7]。 这 种 试验 方法 具体 操作 是 

来 日 细 有 各 系 ” 将 两 种 不 同 的 培养 基 下 的 细胞 等 量 混合 , 裂 解 细胞 后 分 

站 离 所 感 兴趣 的 蛋白 质 ,经 酶 解 ,并 由 质谱 检测 分 析 。 选 

定 的 蛋白 质 的 非 磷酸 化 肽 段 的 同位 素 峰 比例 是 相对 固 

质谱 分 析 定 的 (并 不 是 一 定 相等 ,而 是 比例 大 致 不 变 ) ,而 同时 磷 


车 酸化 肽 段 及 其 非 磷酸 化 部 分 的 比例 关系 会 发 生变 化 ,这 
种 变化 应 该 是 向 相反 方向 发 展 的 , 详 见 图 18.6。 这 种 方 


| 法 的 设计 可 谓 巧妙 ,让 人 看 到 了 同位 素 标记 技术 和 质谱 


> ”  ， ，， 靶 术 的 结合 产生 的 “化 学 反应 " 式 的 效果 ,这 种 方法 将 蛋 
一 一 白质 的 鉴定 和 磷酸 化 的 定量 同时 完成 ,而 且 还 可 以 了 解 
Ps 和 大 酸 化 的 程度 ,一 举 多 得 。 但 是 ,这 种 思路 的 缺点 也 是 
特异 性 刻本 化 的 相对 强 明显 的 。 首 先 ,5N 同位 素 标记 的 培养 基 的 获得 有 一 定 


图 18 .6 同位素 标 记 的 培 闫 基 霹 的 困难 ;其 次 ,这 种 方法 只 能 应 用 于 培养 细胞 的 研究 ,对 
养 的 细胞 系 用 于 磷酸 化 蛋白 质 的 定 其 他 生物 样本 有 困难 。 标 记 的 效率 和 均一 性 也 是 一 个 
量 分 析 示 意图 问题 。 另 外 ,质谱 分 析 前 需要 对 特定 蛋白 质 进 行 分 离 ， 

磅 酸化 肽 段 X 被 示意 为 从 细胞 培养 基 1 低 丰 度 的 蛋白 质 能 和 否 实现 有 效 的 分 离 , 值 得 怀疑 。 分 离 
en 的 酶 解 后 是 否 能 找到 感 兴趣 的 磷酸 化 肽 段 也 并 非 完全 由 
入 验 者 的 守 所 过 党 1 尽管 如 此 ,这 种 方法 仍然 是 较 早 在 
考 比 前 者 ) 而 同时 测 到 的 焉 酸化 时 县 磷酸 化 定量 领域 中 应 用 同位 素 技术 的 尝试 ,为 其 他 此 类 

Xp 比例 升 高 工作 的 开展 开拓 了 思路 。 
第 二 种 类 型 的 同位 素 策 略 是 使 用 同位 素 标记 的 亲 





和 试剂 和 磷酸 化 肽 段 的 磷酸 化 位 点 结合 ,从 而 给 磷酸 化 肽 段 加 上 亲 和 尾 部 ,引入 质 量 数 的 
差异 [4,4] ,以 便 在 质谱 分 析 时 根据 信号 的 强度 进行 定量 。 这 种 方法 的 化 学 过 程 示意 图 见 
图 18.3。 该 方法 的 思路 实际 上 来 源 于 ICAT, 因 此 被 称 为 PhIAT(phosphoprotein isotope- 
coded affinity tag) ,只 是 肽 段 上 的 磷酸 基 团 参加 反应 而 不 是 琉 基 。 这 种 定量 思路 比 前 者 
要 直接 一 些 , 更 重要 的 是 实验 所 用 的 PhIAT 试剂 ,要 想 合 成 对 于 生物 学 实验 室 是 有 难度 
的 ,而 购买 商品 化 的 试剂 比较 昂贵 。 但 是 ,从 ICAT 方法 在 蛋白 质 组 学 的 一 般 定量 中 的 应 
用 来 看 ,PhIAT 应 该 有 良好 的 前 景 。PhIAT 的 示意 图 见 图 18.7。 
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图 18.7 PhIAT 的 流程 示意 图 
图 中 弯 线 表示 肽 段 , 带 棒 小 球 表示 同位 素 亲 和 尾部 。 下 部 质谱 图 谱 示意 磷酸 化 肽 段 的 相对 数量 


GD 蛋 昌 质 磷酸 化 的 动力 学 研究 


蛋白 质 的 磷酸 化 过 程 是 一 个 动态 的 过 程 ,因此 可 以 说 静态 的 磷酸 化 定量 研究 是 不 完 
善 的 ,磷酸 化 的 研究 在 技术 条 件 允 许 的 情况 下 ,总 是 要 进行 动态 ` 定 量 研究 的 。 现 在 ,对 蛋 
白质 磷酸 化 的 动力 学 研究 才刚 刚 开始 ,技术 上 还 处 于 初级 阶段 ,不 过 已 经 有 学 者 进行 了 探 
索 。Ruse 等 人 使 用 的 是 液 质 联 用 ,计算 的 是 色谱 峰 的 面积 ,在 有 标准 肽 段 进行 校正 下 ,对 
体外 的 磷酸 化 反应 进行 了 动力 学 分 析 !501 ,不 过 他 们 的 工作 只 是 限于 标准 品 。 总 的 来 说 ， 
磷酸 化 的 动力 学 研究 还 有 待 后 来 者 开拓 。 


二 


《一 ) 试剂 和 溶剂 


四 所 有 缓冲 液 均 用 经 过 Millipore (Bedford, MA，USA) 系 统 处 理 过 的 水 配制 。 
@ 冰 醋酸 , 购 自 Sigma (St. Louis，MO，USA) 公 司 。 

四 碳酸 氧 铵 , 购 自 Sigma (St. Louis，MO，USA) 公 司 。 

@ 田 乙 且 (ACN) , 购 自 Fisher (Fair Lawn，NJ，USA) 公 司 。 

@ 三 所 乙酸 (TFA) , 购 自 Merck (Schuchardt，Germany) 公 司 。 


Do 


@ 三 氯 化 铁 (FeCl ) , 购 自 Sigma (St. Louis，MO，USA) 公 司 。 

@ 和 氧化 钠 (NaCl) , 购 自 Sigma (St. Louis，MO，USA) 公 司 。 

@u- 且 基 -4- 羟 基 肉 桂 酸 (HCCA) , 购 自 Sigma (St. Louis，MO，USA) 公 司 。 
Poros 20 MC 填料 , 购 自 ABI (St. Louis， MO，USA) 公 司 。 

四 各 种 内 径 的 石英 毛细 管 , 购 自 河 北 省 永年 县 色谱 设备 有 限 公司 。 

@@ 甲 醇 , 购 自 Fisher (Fair Lawn，NJ，USA) 公 司 。 


(二 ) 蛋白 质 和 酶 


中 胰 蛋 白质 酶 , 购 自 Roche (Mannheim，Germany) 公 司 。 
@ 牛 B- 酷 蛋白 (B-casein) , 购 自 Sigma (St. Louis，MO，USA) 公 司 。 
G)B-lactoglubulin , 购 自 Sigma (St. Louis，MO，USA) 公 司 。 


和 
试验 所 用 的 质谱 仪 为 Q-TOF Ultima-globalIM(Micromass,UK)。 
至 汉 法 


《一 ) 胰 蛋 昌 酶 酶 解 


100wg 蛋白 质 溶 于 30 岂 NEH4HCO;(100mmolML,，pH7.8) 缓冲 液 中 。 先 用 DTT ( 终 
浓度 为 SmmolLL) 在 S0C 条 件 下 还 原 1Smin, 冷却 至 室温 后 ,加 入 IAA ( 终 浓度 为 
10mmolLL) 在 室温 下 再 反应 1Smin ( 避 光 )。 用 NHIHCO3 组 冲 液 稀释 到 100 岂 ,加 入 浓度 
lwg/ 中 的 胰 蛋 白 酶 溶液 2.5 岂 ,377 保温 46。 补 加 酶 2.5ul 后 ,37 继续 保温 18h。 偶 尔 取 
出 轻 播 。 酶 解 完 成 后 取出 , 置 于 - 207 保存 。 


《一 ) 标准 恒 白 质 酶 解 产 物 中 磷酸 化 肽 段 的 IMAC 纯化 


本 实验 室 进行 了 IMAC 方法 在 标准 蛋白 质 酶 解 产 物 中 的 应 用 。IMAC 方法 的 关键 之 
处 在 于 金属 鳌 和 柱 的 装填 ,本 实验 室 使 用 自己 装填 的 金属 鳌 和 柱 应 用 于 磷酸 化 研究 中 ,并 
取得 了 初步 的 成 功 ,目前 正在 进行 更 深入 的 应 用 试验 ,期待 能 在 实际 工作 中 发 挥 其 作用 。 


1.IMAC 柱 的 装填 和 活化 


使 用 POROS 20MC 填料 ,将 适量 干 填料 混 悬 于 水 中 ( 约 1mgMml) ,振荡 数 分 钟 后 , 离 
. 心 去 除 上 清 , 加 入 0.1% 乙 酸 ( 约 1mgMml)。 取 一 段 长 度 在 10cm 左右 、 内 径 320um 的 石 
英 毛细 管 ,依次 用 10 倍 柱 体积 的 水 .0.1molLL NaOH,、0.1molML HCL 和 水 冲洗 石英 毛细 
管内 壁 。 在 毛细 管 一 端 塞 人 少许 填料 ,火焰 瞬间 烧灼 ,形成 烧结 物 ,显微镜 下 观察 烧结 物 
的 形成 情况 ,确信 烧结 物 已 经 形成 ,然后 以 10 倍 柱 体积 的 水 冲洗 毛细 管 。 将 填料 混 悬 液 
振荡 均匀 , 灌 和 人 毛细 管 中 ,直到 装填 柱 的 长 度 达 到 约 6cm。 

依次 用 10J4 SO0mmolL EDTA 400.1lmolLL 乙酸 冲洗 IMAC 柱 ,用 100J4L0.1lmolL FeCb 
活化 IMAC 柱 ,然后 用 20M4 0.1molLL 乙酸 冲洗 。 
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2. 对 磷酸 化 肽 段 的 纯化 


样品 (< 100wg) 溶 解 于 10wl 0.1molL 乙酸 中 ,缓慢 上 柱 (1ul Mnin)。 依 次 用 20 风 
0.1molLL 乙酸 .2$ul 25% 乙 且 (1% 乙 酸 ) 和 20w0.1lmolLL 乙酸 冲洗 ,去 除非 特异 性 结合 
的 肽 段 ,然后 用 10wl pH 10.5 氨水 洗 脱 两 次 ,再 合并 洗 脱 液 ,加 20ml 0.1molLL 乙酸 酸化 
后 冻 干 。 


3. 磷酸 化 肽 段 的 质谱 分 析 


对 磷酸 化 肽 段 进 行 质谱 分 析 前 ,应 该 脱盐 。 对 于 蛋白 质量 少 的 样品 (< Suwg) ,使 用 
ZipTipIM(Cs ,Millipore) 脱 盐 。 如 果 蛋 白质 量 大 于 Svg, 则 使 用 自己 装填 的 Cls 柱 脱盐 ( 方 
法 和 上 文 IMAC 类 似 )。 脱 盐 后 进行 质谱 分 析 。 


4. 甲 酯 化 反应 在 磷酸 化 肽 段 分 析 中 的 应 用 


冻 干 酶 解 后 样品 。160 岂 乙酰 毛 缓 慢 加 入 lml 甲醇 中 ,生成 meth.HCI。Smin 内 ,加 
若干 微 升 2molML meth.HCI 到 酶 解 产 物 中 (以 lwg 酶 解 产 物 加 1 岂 的 比例 加 入 ) ,室温 反 
应 2h。 冻 干 反应 物 ,重复 上 述 过 程 2 遍 , 冻 二 反应 物 , 加 10wl 0.1lmolL 乙酸 溶解 ,继续 进 
行 IMAC 纯化 。 


四 、 绍 用 


一) IMAC 对 有 酷 重 昌 栈 和 产 物 中 的 磷酸 化 豚 段 的 纯化 效果 


本 实验 室 试验 了 自制 的 IMAC 柱 对 标准 蛋白 质 B- 酷 蛋白 酶 解 肽 段 中 的 磷酸 化 肽 段 
的 纯化 效果 ,进行 了 IMAC 纯化 物 的 MALDILQTOEF 分 析 。 并 对 甲 酯 化 反应 的 条 件 进 行 
了 初步 的 试验 。 


1. MALDI-QTOE 分 析 结 果 


(1) IMAC 纯化 后 的 质谱 图 
IMAC 纯化 后 的 图 谱 大 大 简化 , 仅 剩 下 磷酸 化 肽 段 (x /z 2061.2) 和 其 脱 磷 酸 的 分 子 
(ma/z 1963.3)。 如 图 18.8 所 示 。 
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图 18.8 标准 蛋白 质 久 酷 蛋白 酶 解 肽 段 IMAC 纯化 后 的 质谱 图 
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(2) 磷酸 化 肽 段 ( 因 /z 2062.2) 的 MSVXMS 碎片 图 谱 
另外 还 进行 了 磷酸 化 肽 段 ( 罗 ZXz 2062:.2) 的 二 级 碎片 质谱 ,如 图 18.9 所 示 。 
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图 18.9 磷酸 化 肽 段 (m/z 2062.2) 的 MSZMS 碎片 图 谱 


2. 酯 化 反应 后 的 IMAC 纯化 肽 段 在 MALDELQTOF 上 的 分 析 结 果 


甲 酯 化 反应 显示 了 肽 段 上 的 羧基 位 点 被 逐个 甲 酯 化 的 过 程 ,这 里 显示 的 是 仅仅 采用 
一 步 反 应 的 图 谱 。 实 际 工 作 中 应 重复 甲 酯 化 反应 ,以 提高 甲 酯 化 的 效率 ,尽量 做 到 完全 反 
应 。 见 图 18.10。 
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图 18.10 酯 化 反应 后 的 IMAC 生化 肽 自在 MALDLQTOF 上 的 分 析 结 果 
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重 白 质 的 磷酸 化 研究 是 蛋白 质 组 学 诞生 以 来 ,第 一 次 将 一 个 整体 的 研究 对 象 对 准 一 
项 翻译 后 修饰 ,选择 磷酸 化 是 有 道理 的 。 磷 酸化 是 生命 活动 中 最 重要 的 一 项 翻译 后 修饰 ， 
与 信号 传导 、 细 胞 周期 .生长 发 育 以 及 癌症 机 制 等 诸多 生物 学 问题 有 着 密切 的 关系 。 但 同 
时 ,磷酸 化 研究 也 可 以 说 是 蛋白 质 组 学 遇 到 的 一 个 真正 的 难题 ,而 且 是 无 法 回避 的 ,不 能 
充分 理解 和 蛋白质 磷酸 化 现象 ,就 无 法 认识 蛋白 质 在 生命 中 的 整体 意义 。 

就 现 阶段 磷酸 化 研究 的 情况 来 看 ,磷酸 化 研究 还 远 远 没有 达到 常规 试验 的 水 平 ,现在 
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所 做 的 仍然 是 为 不 久 的 将 来 大 规模 开展 磷酸 化 蛋白 质 组 学 研究 做 技术 准备 。 

大 多 数 情况 下 ,磷酸 化 蛋白 质 的 研究 就 是 磷酸 化 肽 段 的 研究 。 磷 酸化 研究 的 特点 如 
下 :第 一 ,磷酸 化 蛋白 质 的 丰 度 比 非 磷酸 化 蛋白 质 要 低 , 相 对 的 磷酸 化 肽 段 的 丰 度 也 要 低 
于 非 磷酸 化 肽 段 ;第 二 ,磷酸 化 蛋白 质 的 磷酸 基 团 在 样品 的 制备 过 程 中 有 可 能 失去 ;第 三 ， 
磷酸 化 蛋白 质 的 胰 蛋 白 酶 酶 解 的 效率 比 非 磷酸 化 的 蛋白 质 要 低 , 这 一 点 主要 是 因为 磷酸 
化 的 负电 性 会 干扰 胰 蛋 白 酶 的 作用 56] ;第 四 ,在 质谱 信号 中 ,磷酸 化 肽 段 的 负电 性 造成 离 
子 化 困难 ,而 且 非 磷酸 化 肽 段 的 信号 还 会 抑制 磷酸 化 肽 段 的 信号 。 因 此 ,磷酸 化 蛋白 质 研 
究 中 的 样品 制备 非常 重要 ,除了 在 制备 时 加 磷酸 酯 酶 抑制 剂 等 措施 外 ,磷酸 化 蛋白 和 肽 段 
的 富 集 是 很 必要 和 关键 的 。 现 在 富 集 的 方法 包括 磷酸 化 特异 性 抗体 和 IMAC, 其 中 磷酸 
化 肽 段 甲 基 酯 化 后 的 IMAC 方法 最 为 有 效 [21。 另 外 ,各 种 各 样 的 化 学 修饰 在 磷酸 化 蛋白 
质 组 中 的 应 用 是 很 有 效果 的 。 因 此 ,要 研究 磷酸 化 ,选择 合理 有 效 的 化 学 策略 是 必要 
的 [42] 。 在 不 久 的 将 来 ,磷酸 化 蛋白 质 组 的 技术 积累 达到 一 定 程度 后 ,就 会 使 用 这 些 方 法 
来 解决 具体 的 生物 学 问题 ,到 那 时 ,磷酸 化 蛋白 质 组 将 真正 成 为 一 项 大 事业 。 磷 酸化 蛋白 
质 组 研究 的 策略 汇总 见 图 18.11。 
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图 18.11 磷酸 化 蛋白 质 组 研究 的 策略 汇总 
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第 二 节 糖 基 化 蛋白 质 组 研 冤 
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1988 年 ,牛津 大 学 的 生物 化 学 家 Raymond Dwek 在 4 生化 年 评 》(Amrzzual Reuiero oF 
Biochemaistry) 上 ,发 表 了 题 为 " 糖 生物 学 "的 综述 ,标志 着 糖 生 物 学 这 一 新 的 研究 领域 的 诞 
生 55。 近 几 年 来 , 随 着 不 同 物种 基因 组 计划 的 陆续 完成 ,以 及 蛋白 质 组 研究 的 开展 和 各 
种 分 离 鉴定 技术 的 进步 ,推动 了 糖 生 物 学 的 迅速 发 展 。 美 国 新 罕 布什 大 学 (UNHJ) 化 学 系 
的 结构 生物 学 研究 中 心 启动 了 一 项 "线虫 糖 组 学 研究 ”计划 ,分 析 测 定 线虫 的 糖 组 (gly- 
come, 定义 为 细胞 内 所 有 的 糖 链 组 分 ) ,开展 糖 组 学 (glycomics) 研 究 ,目的 在 于 确定 基因 所 
携带 的 遗传 信息 与 其 功能 之 间 的 关系 。 人 类 基因 组 计划 完成 后 ,美国 于 2001 年 9 月 正式 
启动 了 “功能 糖 组 学 "研究 项 目 ,项 目的 总 体 目标 是 阐明 由 蛋 昌 质 - 糖 链 相互 作用 所 介 导 的 
细胞 通讯 机 制 !552]。 基 因 组 计划 提供 了 最 基本 的 遗传 信息 , 而 许多 基因 的 功能 仍 需要 盖 
明 。 其 中 的 关键 就 是 要 了 解 蛋 白质 的 翻译 后 修饰 ,蛋白 质 糖 基 化 便 是 最 主要 的 翻译 后 修 
饰 之 一 。 尽 管 糖 组 的 定义 与 基因 组 和 和 蛋白质 组 的 定义 类 似 , 但 其 研究 应 该 主要 集中 在 和 蛋 
白质 糖 基 化 研究 上 。 而 重 白 质 糖 基 化 研究 的 基本 目标 是 :寻找 编码 糖 蛋 白 的 基因 ( 即 基 因 
组 信息 ) ;寻找 糖 基 化 位 点 ( 即 糖 基 化 位 点 信息 ); 解 析 糖 链 及 糖 基 化 肽 段 的 结构 ( 即 结构 信 
RNA 一 一 > 蛋白 质 栈 ， 息 ) ;研究 糖 基 化 的 功能 ( 即 功能 信息 )t53]。 为 了 

实现 这 些 目标 ,应 当 更 好 地 将 蛋白 质 组 学 的 技 
”| 术 和 研究 策略 应 用 到 大 规模 的 蛋白 质 精 基 化 研 


细胞 0 究 中 。 
4 现代 分 子 生物 学 的 中 心 法 则 认为 ,生物 信 


扫 息 的 流向 是 从 DNA 到 RNA 再 到 蛋白 质 。 而 实 
.12 二 人 和 所 际 上 , 糖 类 和 脂 类 也 是 组 成 生物 体 所 必需 的 两 

类 主要 分 子 ,生物 信息 流 见 图 18.12 所 示 04] 。 
因此 ,我们 应 当 从 基因 组 水 平 来 关注 和 蛋白质 糖 基 化 。 在 真 核 细 胞 中 ,有 一 半 以 上 的 和 蛋 
白质 被 糖 基 化 !5] 。 首先 ,所 有 生物 的 细胞 表面 都 由 很 多 不 同类 型 的 糖 链 所 包 被 ,并 且 细 
胞 内 也 存在 各 种 类 型 的 糖 基 化 ;和 蛋白质 糖 基 化 在 蛋白 质 折 笃 、 蛋 白质 定位 和 转运 、 蛋 和 白质 
溶解 性 抗原 性 以 及 细胞 与 细胞 的 相互 作用 等 方面 都 有 着 重要 的 作用 。 最 近 发 现 构 成 细 
胞 膜 的 许多 脂肪 或 蛋白 质 是 以 糖 脂 或 糖 蛋白 形式 存在 ,而 且 糖 低 聚 物 在 细胞 间 信 和 号 传递 
中 也 起 了 重要 的 作用 。 另 外 ,由 于 糖 在 HIV 或 其 他 致 病源 与 血细胞 结合 过 程 中 扮演 了 重 
要 的 角色 , 它 成 为 免疫 系统 控制 和 癌症 治疗 的 最 重要 的 线索 之 一 。 其 次 ,具有 足够 的 多 
样 性 是 作为 任何 信息 分 子 的 基础 , 糖 链 比 核酸 和 和 蛋白质 在 结构 上 更 具有 可 变性 。 聚 糖 极 
高 的 复杂 性 明显 地 归 因 于 “连接 方式 异 构 体 ”和 ”分 枝 形成 ,而 这 种 现象 在 其 他 的 生物 信 
息 分 子 中 并 不 存在 。 例 如 ,由 6 个 核 苷 酸 组 成 的 守 核 苷 酸 ,可 能 的 序列 仅 有 4 096 种 
(45);6 个 氨基 酸 组 成 的 六 肽 ,可 能 的 序列 有 6.4X107 种 (205); 而 由 6 个 单 糖 组 成 的 朝 糖 
链 ,可 能 的 序列 则 多 达 1.05 x 102 种 555]。 由 于 糖 链 结构 的 复杂 性 ,其 可 能 包含 的 信息 量 
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比 核酸 和 和 蛋白 质 增 加 了 几 个 数量 级 。 第 三 , 聚 糖 中 许多 令 人 感 兴趣 的 方面 可 能 反映 了 它 
们 的 生物 和 分 子 的 进化 作用 。 例 如 ,多 糖 中 少数 稳定 构成 单位 的 自然 选择 ; 甲醛 聚 糖 
(formose) 反 应 可 能 是 前 生物 期 合成 糖 类 的 反应 ,而 糖 酵 解 逆反 应 中 醇 醛 缩合 并 生成 果糖 
的 过 程 又 和 甲醛 聚 糖 反应 的 最 后 一 步 相 同 ; Lobry-de-Bruyn 重 排 反 映 了 果糖 、 葡 萄 糖 及 
甘露 糖 之 间 的 亲缘 关系 ;复杂 的 单 糖 如 唾液 酸 和 脱氧 己 糖 可 由 葡萄 糖 或 甘露 糖 产生 ,反映 
了 生物 合成 的 保守 性 ;乳糖 的 出 现 可 能 是 在 分 子 进化 过 程 的 后 期 ;核糖 和 核酸 的 起 源 仍 是 
一 个 未 解决 的 问题 ,等 等 :5 3] 。 

在 真 核 生 物 细 胞 中 ,蛋白 质 糖 基 化 分 类 是 基于 糖 链 和 蛋白 质 的 连接 类 型 的 。 可 分 为 
以 下 三 类 。 


1. N- 糖 基 化 


通常 是 指 糖 链 共 价 连 接 在 蛋白 质 的 天 冬 酰 胺 (Asn) 的 氨基 侧 链 处 。 糖 链 与 天 冬 酰 胺 
(Asn) 残 基 的 连接 发 生 在 三 个 残 基 的 特殊 识别 序列 (Asn-X-SerZThr, 其 中 X 为 除 Pro 和 
Asp 以 外 的 任何 氨基 酸 ) 处 。N- 糖 链 通 常 被 划分 为 三 种 :高 甘露 糖 型 复杂 型 和 混合 型 。 
所 有 的 N- 糖 链 都 有 一 个 相同 的 五 糖 核心 Manu 3 (Manu_6 ) Manpl4 GlcNAcsl 4 GlcNAc 
(GlcNAc2Man3)( 图 18.13)。 其 中 高 甘露 糖 型 可 在 这 个 五 糖 核心 上 再 连接 2 一 9 个 甘露 
糖 (mannose) ;复杂 糖 型 则 有 更 多 的 N- 乙 酰 葡 糖 胺 (N-GlcNAc) 、 半 乳糖 (galactose) 唾液 
酸 (sialic acid) 、 岩 藻 糖 (fucose) 及 木 糖 (xylase) 与 五 糖 核心 相连 ,其 中 唾液 酸 提供 了 额外 的 
负电 荷 ; 混 合 型 的 糖 链 结构 则 兼 具 以 上 两 种 糖 链 结构 的 特点 [5 。 





图 18.13 ”N- 连 接 糖 链 的 五 糖 核心 结构 


2. O- 糖 基 化 


通常 是 指 糖 链 通过 N- 乙 酰 葡 糖 胺 连接 在 蛋白 质 的 丝氨酸 或 苏 所 酸 侧 链 的 羟基 处 ,也 
有 其 他 类 型 的 连接 ,如 通过 O- 甘 露 糖 。 其 中 ,多 细胞 真 核 生物 中 存在 细胞 核 和 细胞 质 蛋 
白质 丝氨酸 或 苏 氨 酸 残 基 的 动态 糖 基 化 (O 连接 的 N- 乙 酰 葡 糖 胺 即 O-GlcNAc)。 在 一 
些 蛋 日 质 中 ,O-GlcNAc 糖 基 化 与 O- 磷 酸化 发 生 在 相同 或 相近 的 位 点 上 ,从 而 出 现 一 种 
假说 ,认为 O-GlcNAc 可 暂时 阻 断 O- 磷 酸化 。 蛋 白质 的 O-GlcNAc 在 生理 、 病 理 以 及 信 
号 转 导 等 过 程 中 都 有 重要 作用 !59] 。 
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3. 糖 基础 脂 酰 肌 醇 锚 (GPI-Anchor) 糖 基 化 


通常 是 指 蛋白 质 通过 C 端 共 价 连接 的 糖 基础 脂 酰 肌 醇 锚 定 在 膜 脂 上 ,这 将 细胞 外 和 蛋 
白质 和 细胞 膜 相 连 。 通 过 GPI 连接 到 细胞 膜 上 的 和 蛋白质 与 穿越 细胞 膜 的 蛋白 质 不 同 ， 因 
为 它们 可 被 PEPLC( 磷 酸 肽 肌 糖 特异 性 磁 酯 酶 C) 分 离 到 细胞 外 的 空间 。 在 真 核 细 胞 中 ， 
很 多 胞 外 蛋白 质 (包括 一 些 水 解 酶 .细胞 表面 抗原 、 细 胞 黏着 蛋白 等 ) 都 通过 糖 基础 脂 酰 肌 
醇 锚 结合 在 质 膜 上 !601。 


《二 ) 研究 生日 质 糖 基 化 的 第 用 方法 


与 核酸 和 和 蛋白 质 不 同 , 糖 链 很 少 以 线性 , 非 分 支 的 方式 出 现 , 而 是 存在 许多 可 变 的 修 
饰 。 因 此 ,对 糖 链 完整 序列 的 测定 很 难 通 过 一 种 方法 来 完成 ,而 是 需要 物理 和 化 学 方法 的 
反复 组 合 , 最 终 确 定 糖 链 详细 的 结构 信息 (如 质谱 和 核磁 共振 的 方法 ) ,图 18.14 展示 了 糖 
蛋 自分 析 的 流程 '%4。 研 究 糖 基 化 的 其 他 工具 和 方法 包括 酶 (内 切 糖 苷 酶 和 外 切 糖苷 酶 入 
凝集 素 ( 糖 结合 蛋白 ) 化 学 的 修饰 及 断裂 .新陈代谢 放射 性 标记 、 糖 基 化 抑制 剂 、 抗 体 \ 糖 
基 化 转移 酶 的 分 子 克隆 以 及 在 生物 体 及 细胞 中 的 遗传 操作 等 :5 。 





18.14 糖 蛋白 分 析 的 流程 图 


《三 ) 糖 基 化 蛋白 质 的 分 离 撤 术 


从 基因 组 学 蛋白质 组 学 和 糖 组 学 "的 整体 观念 出 发 ,应 以 基因 组 信息 为 基础 ,以 研 
究 糖 蛋白 为 中 心 。 糖 基 化 蛋白 质 组 学 研究 糖 肽 比 研究 单纯 的 聚 糖 更 合适 ,其 首要 的 任务 
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是 从 蛋白 质 混合 物 中 分 离 纯化 糖 蛋白 ,再 从 糖 蛋白 中 分 离 纯化 糖 肽 ,可 以 采用 ”* 糖 捕获 ” 
法 557,581 得 到 。 多 种 凝集 素 可 被 用 来 分 离 带 有 不 同 糖 链 结构 的 糖 蛋白 和 糖 肽 ,如 半 乳 糖苷 
结合 凝集 素 (galectin) 可 分 离 包 含 N- 乙 酰 乳 糖 胺 (LacNAc) 的 N- 连 接 的 和 O- 连 接 的 糖 
链 ; 伴 刀 豆 凝集 素 A(ConA) 可 分 离 N- 连 接 的 糖 链 。 花 生 凝 集 素 (PNA) 可 分 离 包含 工 搞 
原 (Galal-3GalNAc 结构 ) 的 O- 连 接 的 糖 链 ; Alewric azzaztia 凝集 素 (AAL) 对 含有 于- 岩 
藻 糖 的 糖 链 具 有 广泛 的 特异 性 ,等 等 。 如 何 选择 这 些 凝 集 素 在 “ 糖 捕获 "法 中 是 最 为 关键 
的 步骤 。 正 因为 如 此 ,有 必要 了 解 一 些 具 有 代表 性 的 凝集 素 的 典型 特征 ,如 亲 和 性 、 特 异 
性 \ 热 稳定 性 是否 需要 金属 离子 和 多 共 价 键 的 情况 等 。 伴 刀 豆 凝集 素 A 和 galectin LEC- 
6(Gal6 ) 特 异性 地 结合 到 高 甘露 糖 型 或 复杂 型 的 N- 连 接 的 糖 链 ; 而 花生 凝集 素 (PNA) 则 
对 存在 于 O- 连 接 的 糖 链 的 工 抗原 (Galgl-3GalNAc 结构 ) 具 有 很 高 的 亲 和 人 性 。 

然而 ,应 当 注 意 到 伴 刀 豆 凝 集 素 A 即 其 他 类 型 的 多 价 植物 效 集 素 对 一 系列 的 糖 链 都 
具有 很 高 的 亲 和 性 ,如 亲 和 常 数 氏 . 在 105 一 108Lmol 之 间 。 但 galectin 对 包含 乳糖 胺 的 
糖 链 的 亲 和 常 数 开 . 却 很 低 , 在 103 一 105LMmnol 之 间 。 因 此 ,那些 亲 和 性 太 低 的 糖 蛋 白 ( 或 
糖 肽 ) 有 可 能 没有 被 一 些 galectin 柱 吸 附 。 伴 刀 豆 凝集 素 A、galectin LEC-6(Gal6) 花生 凝 
集 素 是 常用 的 三 类 凝集 素 , 在 此 分 别 阐述 其 主要 用 途 及 功能 [3]。 


1. 伴 刀 豆 凝 集 素 A(ConA) 


伴 刀 豆 凝集 素 A 是 一 种 典型 的 对 于 一 系列 高 甘露 糖 型 的 N- 连 接 的 糖 链 有 高 亲 和 性 
的 植物 凝集 素 。 伴 刀 豆 凝集 素 A 同时 也 能 结合 复杂 型 的 六 连接 的 糖 链 及 双 分 枝 的 复杂 
型 的 N- 连 接 的 糖 链 。 通 过 一 系列 的 糖 链 分 析 表 明 ,与 伴 刀 豆 凝 集 素 A 结合 的 高 甘露 糖 
型 糖 链 结构 可 分 为 三 组 (如 图 18.15): 伴 刀 豆 凝集 素 A 对 于 含有 三 甘露 糖 核心 结构 
“Manal-6(Manal-3)Man8g" 的 糖 链 具有 较 强 的 亲 和 人 性, 亲 和 常 数 Ka 范围 为 1X10? 一 4x108 
Lol, 这 组 包括 M3B、M4B、MSA、M6B、M6C、M7B、M7D 和 M8C; 末 端 非 还 原 性 甘露 糖 
以 al-2 连接 到 Man(al-6) 上 ,从 而 使 得 三 甘露 糖 核心 结构 "Manal-6(Manal-3)ManB” 与 
伴 刀 豆 凝 集 素 A 的 亲 和 性 增强 了 一 个 数量 级 。 伴 刀 豆 凝集 素 A 对 于 含有 四 甘露 糖 核心 
结构 Manal-2Manal-6 ( Manal-3 ) Mang "的 糖 链 亲 和 力 最 强 , 亲 和 常 数 Ka 范围 为 
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图 18.15 与 伴 刀 豆 凝 集 素 A 结 合 的 三 组 高 甘露 糖 型 糖 链 结构 
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3Xx107 二 5$x107mol[LL-1 ,这 组 结构 包括 M6A、M7A\M7C、M8A、M8B 和 M9A; 而 缺少 三 
甘露 糖 核心 结构 ,或 含有 阻碍 性 的 3-OH 及 6-OH 取代 基 团 的 Man(al-6) 的 糖 链 则 对 伴 刀 
豆 凝 集 素 A 具有 较 弱 的 亲 和 性 ,这 类 糖 链 为 第 三 组 。 


2. galectin LEC-6(Gal6 ) 


galectin 是 一 类 分 布 广泛 .不 依赖 于 金属 离子 的 可 溶性 凝集 素 ,其 对 B- 半 乳糖 苷 的 特 
异性 在 很 多 多 细胞 生物 中 具有 保守 性 。 到 目前 为 止 ,已 有 12 种 哺乳 动物 的 galectin 被 发 
现 , 并 被 命名 为 galectin-l 到 galectin-6。 根据 它们 的 结构 ,可 分 为 三 类 :原型 . 嵌 和 体型 和 
串联 重复 型 。 在 线虫 (C .etgaxzs ) 中 ,galectin 被 命名 为 LEC1-11, galectin LEC-6(Gal6) 代 
表 了 线虫 中 主要 的 一 类 galectin, 其 生化 性 质 得 到 了 广泛 的 研究 。 通 过 前 沿 亲 和 层 析 法 
(FAC)L62 对 Gal6 的 结合 特异 性 进行 了 研究 ,结果 表明 : Gal6 和 具有 分 枝 结构 的 复杂 型 
N- 连 接 的 糖 链 结合 力 最 强 。 随 着 分 枝 的 增加 , 亲 和 和 常数 K。 也 随 之 增加 ,这 是 由 于 糖 链 的 
化 合 价 增加 的 结果 ,而 未 端 非 还 原 性 的 02-6 唾液 酸化 消除 了 这 种 亲 和 性 [@]。Gal6 最 倾 
向 于 结合 包含 半 乳 糖 且 具有 分 枝 结构 的 .N- 连 接 的 糖 链 。 


3. 花生 凝集 素 (PNA) 


花生 凝集 素 在 组 织 化 学 中 是 用 来 检测 工 抗原 (GalBl1-3GalNAc 结构 ) 的 , 工 抗原 在 黏 
蛋白 (如 白细胞 唾液 酸 蛋 白 .血型 糖 蛋白 A) 的 O- 连 接 的 糖 链 中 广泛 存在 。 花 生 凝 集 素 一 
般 选 择 性 地 结合 到 广泛 存在 于 O- 连 接 的 糖 链 的 工 抗原 上 。 


〈 四 ) 糖 基 化 蛋白 质 的 榨 测 技术 


一 般 地 ,可 以 将 "HH 或 “C 标 记 的 糖 加 入 培养 的 细胞 或 组 织 中 ,通过 放射 性 自 显影 检测 
糖 蛋白 。 此 种 方法 灵敏 度 较 高 ,但 放射 性 标记 的 过 程 缓慢 危险 ,并 且 花 费 较 大 。 检 测 糖 
蛋白 的 非 放 射 性 方法 常 采用 高 碘 酸 - 希 夫 碱 (P.A.S) 反 应 ,通过 颜色 变化 来 检测 糖 蛋 白 ， 
还 有 采用 阿利 新 蓝 (Alcian blue) 染 色 等 。 但 这 些 方法 比 考 染 的 灵敏 度 还 低 , 很 难 用 于 当 
前 蛋白 质 组 学 研究 中 "%J。 下 面 介绍 几 种 常用 的 检测 方法 。 


1. 荧光 染色 检测 方法 


丹 磺 酰 肝 作 为 酸性 品 红 染料 的 荧光 替代 试剂 可 用 来 检测 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 中 的 糖 蛋 
白 。 胶 中 的 糖 蛋白 先 经 过 高 碘 酸 氧化 ,形成 醛 ,然后 与 丹 磺 酰 肝 反 应 ,形成 脏 ,接着 用 硼 氢 
化 钠 还 原 成 肝 的 衍生 物 。 这 一 连 串 的 反应 需要 将 胶 置 于 酸化 的 二 甲 亚 砚 中 60 温 育 2h， 
并 且 需 要 高 浓度 的 丹 磺 酰 肝 染 料 (0.5 二 2.0g 代 ) ,所 以 此 方法 需 改 进 !]。 电 印迹 到 聚 偏 
二 氟 乙 虹 (PVDF) 膜 上 的 糖 蛋白 可 通过 荧光 素 氨基 脲 酰 肝 和 8- 蔡 胺 -1,3,6- 三 磺 酸 盐 来 检 
测 ,但 不 适 于 直接 检测 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 中 的 糖 蛋白 !61。 荧 光 素 氨基 脲 标 记 的 方法 没有 得 
到 广泛 应 用 ,而 8- 蔡 胺 -1,3,6- 三 磺 酸 盐 需 要 在 60 立 温 育 45$ 一 60min ,灵敏度 一 般 为 530 一 
200ng!%9] 。 还 有 一 种 灵敏 的 绿色 荧光 染色 糖 蛋白 检测 方法 , 即 用 Pro-Q Emerald 300 染色 


检测 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 中 的 糖 蛋白 或 聚 偏 二 氟 乙 烯 膜 上 的 糖 蛋白 "9 。 此 过 程 需 固定 \ 高 碘 ， 


酸 氧 化 、Pro-Q Emerald 试剂 染色 三 个 步骤 (图 18.16)。Pro-Q Emerald 300 试剂 和 Pro-Q 
Emerald 488 试剂 对 胶 中 糖 蛋白 的 检测 灵敏 度 分 别 可 达 lng/ 带 和 4ng/ 带 , 比 标准 高 碘 酸 - 
中 - 攻 % 卫 = 











和 








希 夫 碱 (P.A;S) 方 法 灵敏 约 50 倍 ;而 对 印迹 在 到 | 
偏 二 所 乙烯 膜 上 的 糖 蛋白 检测 灵敏 度 则 为 每 条 带 人 

2 一 18ng。Pro-Q Emerald 300 试剂 染色 的 胶 还 可 
用 SYPRO Ruby 试剂 复 染 ,SYPRO Ruby 试剂 对 


总 蛋白 质 染 色 呈 橙色 ,Pro-Q Emerald 300 试剂 对 上 。 
糖 蛋白 染色 呈 绿 色 。 的 

2. 与 凝集 素 联 用 的 染色 检测 方法 um、 | 

Pro-Q Emerald “1 

蛋白 质 经 过 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 分 离 , 印 迹 到 聚 “ 说 几 注 丰 从 
偏 二 氟 乙 烯 膜 上 ,然后 与 结合 了 碱 性 斐 酸 酯 酶 的 ~ 全 产业 
凝集 素 一 起 孵育 。 再 通过 碱 性 磷酸 酯 酶 酶 解 上 
DDAO 磷酸 盐 , 生 成 长 波 的 红色 荧光 的 DDAO 来 


图 18.16_ ProQ Emerald 试剂 染色 检测 糖 
检测 。 此 方法 检测 糖 蛋白 的 灵敏 度 约 为 1Sng, 依 蛋白 的 二 个 步 要 


赖 于 蛋白 质 的 性 质 和 糖 基 化 程度 。Pro-Q 有 三 类 

凝集 素 试剂 盒 : 伴 刀 豆 凝集 素 A 用 于 检测 末端 有 u- 甘 露 糖 吡 喃 糖苷 残 基 或 -葡萄 糖 吡 喃 
糖苷 残 基 且 不 具有 三 天 线 或 四 天 线 结构 的 糖 蛋白 ;小 麦 胚芽 凝集 素 (WGA) 用 于 检测 有 
N- 乙 酰 葡 糖 胺 或 N- 乙 酰 神经 氨 酸 的 糖 和 蛋白; 西非 单 叶 豆 凝集 素 (GriFfonia si7zplicz1jolia 
lectin 工 ,GS-I 工 ) 用 于 检测 末端 有 非 还 原 性 的 N- 乙 酰 葡 糖 胺 的 糖 蛋 白 。 还 可 以 用 结合 了 
状 根 过 氧化 物 酶 (HRP) 的 伴 刀 豆 凝 集 素 素 A 或 小 麦 胚芽 凝集 素 等 标记 糖 蛋白 ,再 用 显 色 
剂 (DAB,EEO) 显 色 '%'61。 


3. 其 他 检测 方法 


可 用 酶 解 或 化 学 裂解 方法 将 糖 链 从 糖 蛋 白 中 释放 出 来 ,经 过 2- 氮 基 共 甲酸 等 标记 ， 
用 毛细 管 电泳 或 高 效 液 相 色谱 等 分 离 , 再 由 检测 器 检测 "1 , 以 及 用 质谱 、 核 磁 共 振 
(NMR) 等 方法 来 进行 检测 。 


五) 质谱 法 企 蛋 白 质 糖 基 化 研究 中 的 应 用 


组 成 糖 链 的 糖 基 种 类 繁多 ,连接 方式 多 样 ,主要 包括 N- 连 接 糖 链 和 O- 连 接 糖 链 。 糖 
蛋白 存在 着 复杂 的 微观 不 均一 性 (microheterogencity) ， 即 在 蛋白 质 的 氨基 酸 序列 完全 相 
同 的 情况 下 ,由 于 糖 链 的 组 成 或 连接 方式 不 同 而 形成 多 种 糖 蛋白 亚 型 。 糖 蛋白 的 这 种 复 
杂 性 在 其 生理 功能 上 具有 重要 意义 ,但 却 给 糖 蛋 白 的 分 析 带 来 很 多 障碍 。 糖 蛋白 的 分 析 
主要 包括 几 个 层次 。@ 糖 基 化 位 点 的 确定 。 此 处 的 困难 在 于 有 的 糖 蛋白 的 糖 基 化 位 点 
多 ,而 且 包 括 六 和 O- 糖 基 化 位 点 ,不 容易 采用 单一 方法 确定 。 传 统 方法 是 通过 Edman 
降解 和 糖苷 酶 酶 解 或 化 学 降解 相 结 合 来 确定 位 点 ,但 对 于 多 位 点 糖 基 化 和 不 容易 被 糖苷 
酶 去 除 的 O- 糖 链 ,此 法 难以 奏效 。@ 糖 链 的 组 成 , 即 糖 链 由 哪些 单 糖 组 成 。N- 糖 链 有 固 
定 的 五 糖 核心 GleNAc Mans, 核心 外 再 连接 有 不 同 长 度 的 糖 链 ,而 O- 糖 链 则 比较 多 样 
化 。 传 统 方法 采用 酶 解 或 化 学 降解 方法 获得 糖 链 后 ,水解 成 单 糖 ,用 阴离子 交换 色谱 分 
离 ,然后 与 标准 图 谱 对 照 。 但 这 种 方法 仅 能 确定 糖 蛋白 总 的 糖 基 组 成 ,而 无 法 获得 某 一 位 
点 上 的 糖 链 组 成 。@) 糖 链 不 均一 性 的 鉴定 及 各 成 分 间 的 比例 。 困 难 在 于 难以 分 离 到 每 
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种 成 分 并 进行 分 析 。 外 糖 链 的 连接 顺序 。@ 糖 链 的 分 支 和 连接 方式 。@@) 糖 基 蜡 头 构 型 
的 分 析 。 

由 于 糖 蛋 白 的 分 析 困 难 , 更 需 一 种 有 效 的 分 析 手 段 。20 世纪 :80 年代，Carr 和 
Roberts 采用 快 原子 色 击 质谱 分 析 了 经 N- 糖 苷 酶 F 处 理 前 后 的 糖 肽 ,确定 了 糖 基 化 位 点 ， 
观察 到 糖 链 的 不 同 成 分 ,部 分 序列 及 糖 基 化 程度 。 采 用 这 一 方法 分 析 了 组 织 型 纤 溶 酶 原 
激活 物 的 N- 糖 链 结构 ,还 通过 甲 基 化 衍生 对 糖 链 连接 方式 进行 了 分 析 [7s Sasaki 等 则 
应 用 HPLC,FAB-MS 和 Edman 降解 结合 的 方法 ,鉴定 了 重组 红细胞 生成 素 的 3 个 N- 糖 
链 的 组 成 ,天 线 型 和 不 均一 性 ,以 及 一 个 O- 糖 链 的 不 均一 组 成 [21。20 世纪 90 年 代 初 , 电 
喷雾 质谱 (ESIL-MS) 和 激光 解吸 - 、 凤 交 岳 可 和 -TIOP) 的 应 用 ,使 糖 蛋 自 的 分 析出 
现 了 突 飞 独 进 的 发 展 !531。 


1. 糖 蛋白 糖 基 化 位 点 的 分 析 


质谱 法 分 析 糖 基 化 位 点 目前 常 采 用 特征 离子 监测 (selected ion momitor ,SIMD)L475 ， 
以 及 蛋白 质 酶 酶 解 和 糖苷 酶 酶 解 相 结合 的 方法 。 在 LC-ESI 质谱 上 ,采用 CID 和 特征 离 
子 监 测 (SIM) 来 寻找 糖 基 特 征 离子 ,进而 确定 糖 肽 。 如 N- 乙 酰 葡 糖 腕 NacGle 的 特征 离 
子 在 罗 /z 204 ,乙酰 唾液 酸 (NeuNAc) 的 特征 离子 在 思 /z 292。SIM 则 可 寻找 到 含 这 些 
糖 特征 离子 的 肽 段 。 

但 SIM 方法 有 时 也 会 有 假 阳 性 信号 。 因 此 , 另 一 个 方法 是 比较 糖苷 酶 处 理 前 后 的 蛋 
白质 酶 酶 解 肽 谱 [76] 。 在 总 离子 流 (TIC) 图 上 ,糖苷 酶 酶 解 前 的 糖 肽 (glycosylated peptide) 
峰 在 酶 解 后 消失 ,而 出 现 新 的 去 糖 肽 (deglycosylated peptide) 。 根 据 去 糖 肽 的 相对 分 子 质 
量 和 MSVMS 可 以 确定 肽 段 在 蛋白 质 中 的 位 置 ,以 及 糖 基 化 位 点 。 


2. 糖 链 的 组 成 .连接 顺序 及 连接 方式 分 析 


ESI 质谱 和 MALDI-TOF 质谱 在 分 析 糖 链 方面 各 有 优 缺 点 。ESI 质谱 较 容 易 获 得 糖 
链 结构 信 息 ; 但 糖 链 的 离子 化 程度 较 差 ;MALDI-TOF 质谱 适 于 检测 糖 链 复杂 的 不 均一 
性 ,但 不 适 于 分 析 细 微 的 结构 。 

在 ESI 质谱 中 , 糖 链 的 组 成 和 不 均一 性 可 以 直接 由 糖 肽 的 MS 和 MSVMMS 图 谱 解 析 ， 
根据 单 糖 的 质量 数 可 推断 糖 链 的 组 成 。 但 对 于 同 质量 异 构 的 糖 基 ( 如 Man 和 Glu) , 仅 从 
MS 图 谱 还 无 法 分 辨 因此 ,通常 采用 专 一 的 外 切 糖 苷 酶 (如 甘露 糖苷 酶 ,唾液 酸 酶 等 ) 处 
理 糖 肽 后 ,再 进行 质谱 分 析 , 从 而 鉴定 出 糖 链 的 组 成 和 顺序 [761 。 

如 果 要 进一步 细致 地 分 析 糖 链 结构 ,一 般 是 采用 酶 解 或 化 学 裂解 的 方法 ， 将 糖 链 从 蛋 
白质 上 切割 下 来 后 进行 MS，MSVMMS 乃至 多 级 MS 分 析 。 但 是 从 糖 蛋白 上 释放 出 的 寡 
糖 ,一 般 较 难 离子 化 。 所 以 ,在 进行 质谱 分 析 时 常常 需要 加 以 衍生 ,增强 其 疏水 性 和 离子 
化 能 力 !71。 常 用 的 衍生 化 方法 有 甲 基 化 和 还 原 胺 化 等 ,具体 的 衍生 试剂 在 本 书 上 篇 有 详 
细 介 绍 。 

分 析 糖 链 结构 ,必然 要 进行 碰撞 诱导 解 离 (CID) , 糖 链 在 发 生 碰 撞 诱 导 解 离 时 ,有 三 
种 断裂 方式 。D 单 糖 间 相 连 键 的 断裂 。 由 此 获得 糖 链 的 线性 序列 〈linear sequence)。 四) 
单 糖 间 相 连 键 两 次 断裂 。 通 过 这 种 方式 获得 内 部 离子 (internal ions) ， 从 而 得 到 糖 链 的 分 
支 信息 。@@ 还 原 端 交叉 环 断 裂 。 它 可 以 提供 单 糖 间 连 接 方式 的 信息 :7 。 但 是 ,由 于 化 学 
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键 的 强度 不 一 ,断裂 方式 四 最 容易 发 生 ,相应 的 碎片 离子 强度 高 ,掩盖 了 由 @、@ 两 种 断裂 
方式 产生 的 碎片 离子 。 因 此 ,质谱 法 分 析 寡 糖 不 太 容 易 分 辩 糖 链 的 分 支 和 连接 方式 。 

具有 多 级 质谱 功能 的 离子 阱 质谱 和 FTICR-MS 在 分 析 糖 链 结 构 方面 有 独特 优势 ， 
Welskopf 等 应 用 离子 阱 质谱 的 多 级 MS(multistage MS，MSn) ,分 析 了 复杂 N 连接 糖 链 ， 
在 多 级 MS 中 ,获得 了 在 二 级 MS 中 被 掩盖 或 没有 断裂 的 碎片 离子 ,分 析 了 糖 链 的 分 支 及 
连接 方式 [9%]。Cancilla 采用 碱 性 降解 和 MALDLFT-MS 结合 的 方法 ,测定 未 经 衍生 的 守 
糖 的 序列 ,通过 MALDI-CID 或 持续 非 共 振 照 射 CID( SORI CID) 获 得 了 窒 糖 还 原 端 交叉 
环 (crossing-ring) 断 裂 而 成 的 碎片 离子 ,成 功 测定 了 寡 糖 的 连接 方式 [80] 。 

Q-TOF-MS 由 于 具有 高 分 辨 ,高 灵敏 度 和 精确 度 ,也 正 逐 渐 应 用 于 糖 链 的 研究 ,在 灵 
敏 度 和 结构 解析 方面 都 超过 了 三 级 四 极 杆 质谱 [7]1。 母 离子 扫描 方法 最 初 是 基于 三 级 四 
极 杆 的 , 随 着 Q-TOF-MS 的 出 现 , 也 开始 在 Q-TOF-MS 上 应 用 。 与 三 级 四 极 杆 相 比 ， 
Q-TOF-MS 母 离子 扫描 的 分 辨 率 更 好 , 信 噪 比 更 高 ,但 是 灵敏 度 有 所 下 降 。 母 离子 扫描 
(precursor ion scan) 方 法 也 开始 在 蛋白 质 糖 基 化 研究 中 应 用 ,通过 扫描 特征 性 的 子 离子 
(my/Xz)204(HexNAc -  ) .366(Hex-Hex-Nac  ) 等 ,找到 其 相应 的 母 离子 ,并 将 这 个 母 离子 片 
段 化 ,从 而 可 以 进行 糖 基 化 位 点 分 析 和 糖 链 结构 解析 [81] 。Q-TOF-MS 母 离子 扫描 方法 应 
用 到 蛋白质 糖 基 化 研究 中 ,为 质谱 法 分 析 糖 蛋白 提供 了 一 个 更 好 的 手段 。 

MALDI-TOF-MS 由 于 可 分 析 复杂 混合 物 , 所 以 能 直接 分 析 相 对 分 子 质 量 较 大 的 糖 
蛋白 ,并 分 辨 不 均一 性 。MALDLTOF-MS 也 能 方便 地 检测 衍生 或 未 经 衍生 的 朝 糖 ![82 ,83 。 
特别 对 于 非 衍 生化 的 寡 糖 ,MALDLTOF-MS 比 ESLMS 效果 好 。 在 具有 PSD 或 CID 功 
能 的 情况 下 ,更 能 得 到 相当 的 结构 信息 [8&%4-86]。 


CA) 糖 基 化 蛋 质 组 学 的 研究 策略 
1. 凝 胶 电 泳 技术 及 质谱 联 用 


传统 的 糖 基 化 研究 需要 高 纯度 的 蛋白 质 样品 ,而 凝 胶 分 离 技 术 在 糖 基 化 研究 中 一 个 
最 明显 的 优势 便 是 能 分 离 混合 物 ,并 且 对 和 蛋白质 的 纯度 没 特 殊 要 求 。 可 针对 不 同 的 糖 基 
连接 方式 ,采取 不 同 的 途径 进行 分 析 。 
(1) N- 糖 基 化 蛋白 分 析 

混合 物 或 经 过 凝集 素 预 分 级 的 糖 蛋 白 混合 物 通 过 SDS 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 或 双向 
凝 胶 电泳 来 分 离 蛋 白 ,用 免疫 染色 或 凝集 素 染 色 从 胶 中 找到 感 兴 趣 的 条 带 或 点 。 用 糖苷 
酶 (如 肽 N- 糖 苷 酶 下, 即 PNGase F) 胶 内 酶 解释 放出 糖 链 ,释放 出 的 糖 链 可 用 荧光 标记 
(如 2- 氨 基 葵 甲 酰胺 , 即 2AB)、 外 切 糖 苷 酶 酶 解 以 及 高 效 液 相 色谱 分 析 或 用 基质 辅助 激 
光 解 析 离 子 化 -飞行 时 间 (MALDI-TOF) 质 谱 来 测定 糖 链 相对 分 子 质 量 ,从 而 确定 糖 链 结 
构 [87.88] 。 用 胰 蛋 白 酶 对 胶 内 的 蛋白 质 进 行 胶 内 酶 解 , 抽 提 出 肽 段 ,用 基质 辅助 激光 解析 
离子 化 -飞行 时 间 (MALDI-TOF ) 质 谱 或 液 相 色谱 -串联 质谱 (LC-MSVMS) 等 进行 鉴定 。 
此 过 程 见 图 18.17。 
(2) O- 糖 基 化 蛋白 分 析 

将 蛋白 质 或 其 混合 物 经 过 SDS- 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 (如 胎 牛 球 蛋 白 ,Direct Blue 染 
色 ) 或 SDS -琼脂 糖 / 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 (如 黏 蛋白 , Alican Blue 染色 ) 及 双向 凝 胶 电泳 
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葛 蛋 白 的 鉴定 及 功能 分 析 


图 18.17”N- 糖 基 化 蛋白 分 析 流程 图 


(如 人 血浆 蛋白 ,Direct Blue 染色 ) 后 转移 到 PVDF 膜 ,染色 脱色 后 切取 目标 蛋白 条 带 进行 
有 消除 反应 (甲醇 浸 湿 后 于 20 岂 的 S0mmolL 氧 氧 化 钠 和 0.5molALL 硼 氢 化 钠 溶液 中 ， 
50C 温 育 16h,1 岂 冰 乙 酸 中 止 反应 ) ,所 得 样品 脱盐 干燥 后 重 溶 于 水 中 进行 液 相 色 谱 / 电 
喷雾 离子 化 质谱 分 析 ![89] 。 


2. 非 凝 胶 技 术 及 质谱 联 用 


蛋白 质 混合 物 经 过 凝集 素 琼脂 糖 柱 1 亲 和 层 析 ,得 到 与 该 凝集 素 特 异性 结合 的 糖 蛋 
白 混 合 物 ;将 糖 蛋白 混合 物 用 胰 有 蛋白酶 或 无 色 细菌 (Achromobacter) 和 蛋白 酶 工 (一 种 赖 氢 
酸 内 肽 酶 ) 酶 解 ,得 到 的 肽 段 混 合 物 ,再 经 过 与 凝集 素 琼脂 糖 柱 1 相同 的 凝集 素 琼 脂 糖 柱 
L (凝集 素 相同 , 柱 体 积 可 能 不 同 ) 亲 和 层 析 。 得 到 相应 的 糖 肽 混合 物 ,再 经 过 高 效 液 相 色 
谱 进 行 分 步 收集 。 糖 肽 的 肽 段 序列 可 通过 测序 仪 或 质谱 等 进行 测序 ,一些 糖 链 结构 可 通 
过 质谱 或 前 沿 亲 和 层 析 法 (FAC) 等 方法 进行 解析 。 未 被 凝集 素 琼脂 糖 柱 1 吸附 的 蛋白 质 
混合 物 可 经 过 凝集 素 琼 脂 糖 柱 2 进行 亲 和 层 析 , 依 此 类 推 。 


3. O-p-GlcNAce 糖 基 化 的 研究 


O-GlcNAc 糖 基 化 和 去 O-GlcNAc 糖 基 化 的 酶 (O-GlcNAc 转移 酶 和 O-GlcNAc 酶 ) 
已 经 被 克隆 和 鉴定 [%-9]。 研 究 表明 ,O-GlcNAc 糖 基 化 与 磷酸 化 之 间 是 一 种 “阴阳 ” 关 
系 !%]。 我 们 一 直 认 为 磷酸 化 是 调控 蛋白 质 功 能 的 基本 机 制 , 而 很 少 有 人 意识 到 O-Gle- 
NAc 糖 基 化 修饰 的 特殊 作用 。 与 磷酸 化 蛋白 类 似 ,O-GlcNAc 糖 基 化 蛋白 也 能 被 筛选 ,并 
进行 鉴定 [9%4] 。 现 在 磷酸 化 研究 已 成 为 功能 蛋白 质 组 的 一 个 研究 热点 ,我 们 也 应 当 关 注 如 
何 更 深入 地 研究 蛋白 质 O-GlcNAc 糖 基 化 。 应 用 和 蛋白质 组 的 技术 大 规模 研究 和 蛋白质 O- 
GlcNAc 糖 基 化 也 势 在 必 行 。 

在 包含 O-GlcNAc 糖 基 化 蛋白 的 蛋白 质 混合 物 中 ,用 半 乳 糖 基 转 移 酶 将 氛 (H) 标 记 
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的 半 乳 糖 (UDP-[6-3H]- 半 乳糖 ) 转 移 到 O-GlcNAc 上 [%5]。 将 标记 好 的 蛋白 质 混合 物 用 胰 
蛋白 酶 酶 解 , 得 到 肽 段 混合 物 。 再 将 肽 段 混 合 物 经 过 世 麻 蛋白 琼脂 糖 柱 (RCA D) 进 行 亲 
和 层 析 ,得 到 标记 了 的 肽 段 。 这 些 肽 段 用 微 孔 或 毛细 管 液 相 色 谱 分 离 ,用 串联 质谱 进行 检 
测 。 这 里 的 质谱 仪器 是 三 级 四 极 杆 类 型 的 ,这 样 可 以 用 较 低 的 能 量 碰撞 得 到 糖 链 离子 ( 质 
荷 比 为 366) ,用 质 荷 比 366 的 母 离 子 扫描 可 找到 O-GlcNAc 修饰 的 肽 段 ,再 将 该 肽 段 进 
行 高 能 碰撞 ,得 到 的 数据 用 SEQUEST 软件 进行 数据 库 搜索 ,鉴定 出 这 个 被 O-GlcNAc 修 
饰 的 肽 段 。 见 图 18.18。 
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图 18.18 O-BGlcNAc 糖 基 化 分 析 的 流程 图 


用 抗 O-GlcNAc 的 抗体 柱 纯化 O-GlcNAc 修饰 的 糖 蛋白 ,在 对 O-GlcNAc 进行 久 消 
除 后 ,再 通过 Michael 加 成 化 学 反应 ,用 DTT 或 生物 素 戊 胺 替换 糖苷 键 , 因 替换 后 键 能 稳 
固 ,适合 用 CID MSVZMES 的 方法 进行 位 点 鉴定 [%5] 。 
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乙 有 睛 (ACN)，HPLC 级 , 为 Fluck 公司 产品 ;三 氟 乙 酸 (TFA) 为 Merck 公司 产品 ;二 
硫 苏 糖 醇 (DTT) 为 Calbiochem 公司 产品 ;Glu-C 蛋白 酶 , N- 糖 苷 酶 FF, 甘露 糖苷 酶 为 
Boehringer Mannheim 公司 产品 ; 碘 代 乙酰 胺 (ICHCONHED ) , 牛 胰 核 糖 核酸 酶 B ( RNase 
B)，Lys-C 和 蛋白酶 为 Sigma 公司 产品 。 所 用 水 为 Milli-Q 水 。 


0 
1. RNase B 完整 相对 分 子 质量 的 测定 


RNase 也 浴 于 水 中 至 lg ,HPLC 上 样 10l。HPLC 梯度 为 0 一 2min, 0% 一 0% Sol- 
vent B; 2 一 19min,，0% 一 100% Solvent B。 
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2. RNase B 的 Lys-C 酶 解 


RNaseB 溶 于 80wl 30mmolML NHHCO3(pPH7.8) 缓冲 液 中 至 最 终 浓 度 2g 夺 ,加 和 信 
50mmolML DTT 10 则 , SOYC 反应 30min, 冷却 至 室温 ,加 入 100mmolLL 碘 代 乙酰 胺 
(ICECONH2 ) 10 风 ,37 人 反应 1Smin。 反 应 后 的 甲 基 栈 腕 (S-carboxyamidomethyl)RNase 
B (CAM-RNase B) 经 HPLC 纯化 , 溶 于 50xLNEHAHCO3(pPH 7.8) 中 至 最 终 浓度 1gZ 工 ,加 
0.5g 寺 酶 3 由 ,37 保温 4h, 再 补 加 酶 3 局 ,继续 保温 18h。 酶 解 完 成 后 取出 冷却 至 -207C 
保存 。 


3. RNase B 的 Lys-C 酶 解 产 物 的 N- 糖 苷 酶 F 处 理 


CAM-RNaseB 的 Lys-C 酶 解 后 溶液 中 加 入 工 单位 N- 糖 苷 酶 下 水 溶液 4 岂 ,371 反应 
2h, 反应 完成 后 取出 冷却 至 -207 保存 。 


4. RNaseB 的 Glu-C 酶 解 


CAM-RNase B 溶 于 50l NHIHCO;(pH 7.8) 中 至 最 终 浓 度 lg 碾 , 加 lg 夺 酶 3 风 ， 
377C 保温 4h, 再 补 加 酶 3 已 ,继续 保 温 18h。 酶 解 完 成 后 取出 冷却 至 -20Y 保存 。 


s. RNaseB 的 Glu-C 酶 解 产 物 的 wx- 甘露 糖苷 酶 处 理 


CAM-RNaseB 的 Glu-C 酶 解 后 溶液 中 加 入 0.5 单位 -甘露 糖苷 酶 溶液 ( 含 3.0 
molL (NH)2SO4,，0.1mmolAL 醋酸 锌 , pPH7.5)2 岂 ,37 反应 2h, 反 应 完成 后 取出 冷却 
至 -207 保存 。 


6. LC-MS 测定 条 件 


测定 在 Finnigan MAT LCQ 离子 阱 质谱 仪 上 进行 ,毛细 管 温度 :180C ; 喷雾 电压 : 
4.25 kV; 鞘 气 流速 :40; 联 用 的 HPLC 为 HP-1100 型 , 反 相 C8 柱 (RP-300，30mm X 
2.1mm I.D.，ABI 公 司 产品 ) 或 C18 柱 (1S0mm x 2.1mm I.D. ,HP 公司 产品 )。 流 速 : 
0.2mlMmin; 洗 脱 液 : Solvent A，0.02% TFA-EH O; Solvent B，2% 了 0-98% ACN- 
0.02% TFA。MSMMS 能 量 为 42%。HPLC 梯度 为 0 一 2min 0% 一 0% B，2 一 90min 
0% 一 50% B。 


、 绍 采 和 讨论 
1.RNase B 完整 分 子 的 分 子 质量 测定 


RNase 也 由 124 个 氨基 酸 组 成 ,其 序列 为 : 
KETAAAKFERQHMDSSTSAASSSNYCNQMMKSRN "LTKDRCKPVNTEFVHESL 
ADVQAVCSQKNVACKNGQTNCYQSYSTMSITDCRETGSSKYPNCAYKTTQANKHII 
VACEGNPYVPVHFDASV。 
从 氨基 酸 序列 得 出 的 理论 平均 分 子 质量 为 13 682.4Da, 但 34 位 的 Asn 为 糖 基 化 位 
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点 (用 N* 表 示 )。 图 18.19 (A) 为 RNaseB 的 质 荷 比 图 ,图 18.19 (B) 为 RNase 也 的 质 
量 。 两 图 都 呈现 明显 的 不 均一 型 ,而 且 分 子 质 量 也 与 由 氨基 酸 序列 得 出 的 理论 分 子 质 量 
不 同 。 实 际 得 到 6 种 不 均一 的 蛋白 质 的 质量 ,它们 的 氨基 酸 一 级 结构 相同 ,造成 不 均一 的 
原因 是 所 连接 的 糖 链 长 短 不 一 。 除 了 5 种 糖 蛋白 以 外 ,也 有 不 含 糖 链 的 蛋白 质 , 测 得 分 子 
质量 为 13 683.7Da, 这 是 由 于 含有 核糖 核酸 酶 A, 它 的 氨基 酸 序列 与 核糖 核酸 酶 B 相同 ， 
但 不 含 糖 链 。5 种 糖 蛋 白 的 分 子 质量 分 别 为 14 901.8Da，15 064.4Da，15 227.3Da， 
15 386.3Da,，15 549.1Da, 两 相 邻 的 分 子 质 量 相 差 约 162Da, 正好 是 一 个 六 碳 糖 的 分 子 质 
量 。 由 此 可 验证 糖 链 的 不 均一 型 。 


2. RNase B Lys-C 酶 解 产 物 经 N- 糖 苷 酶 F 处 理 前 后 的 LC-MS 分 析 
图 18.20 (A) 为 RNase B Lys-C 酶 解 产 物 经 质谱 分 析 的 总 离子 流 图 。 质 谱 测 得 图 中 
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图 18.19 RNase 也 完 整 分 子 的 分 子 质量 测定 
(A) 为 质谱 图 ,(B) 为 计算 出 的 蛋白 质 分 子 质量 
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每 个 峰 的 分 子 质量 ,并 确定 了 每 个 峰 在 和 蛋白质 中 的 归属 , 但 保留 时 间 为 17 一 18min 一 组 
峰 的 分 子 质量 无 法 与 氨基 酸 序列 得 到 的 理论 分 子 质量 匹 配 , 推 疡 是 糖 肽 。 图 18.20 (〈C) 
为 经 N- 糖 苷 酶 下 处理 的 RNase B Lys-C 酶 解 产 物 的 总 离子 流 图 。 所 有 肽 的 保留 时 间 和 
分 子 质量 都 与 处 理 前 一 致 ,而 图 18.20 (A) 中 保留 时 间 为 17 一 18min 的 一 组 峰 转 化 为 在 
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图 18.20 RNaseB 的 Lys-C 酶 解 肽 质量 肽 谱 
(A) 和 (C) 分 别 为 糖苷 酶 -F 处 理 前 后 的 酶 解 肽 质谱 总 离子 流 图 ,K3 代表 糖 肽 ,K34 为 糖苷 酶 -F 处 理 后 去 糖 基 化 的 
肽 ;D) 和 (E) 分 别 为 去 糖 基 化 肽 的 MS 和 MSVMMS ( 母 离 子 为 mm/z 360.4);(B) 和 (F) 分 别 为 糖 肽 的 MS 和 
MSVMS( 母 离子 为 思 /z 968.3) 
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17min 处 出 现 一 个 新 的 单一 的 峰 , 这 个 新 峰 的 分 子 质量 为 718.6Da, 比 肽 段 32 一 38 的 理 
论 分 子 质量 增加 1Da, 为 除去 糖 链 的 肽 段 32 一 38。 由 于 N- 糖 苷 酶 下 在 去 除 Asn34 上 的 
糖 链 时 ,将 Asn (分 子 质量 为 114.10Da) 转 化 成 Asp (分 子 质 量 为 115.09Da) ,因此 分 子 质 
量 比 原 肽 段 32 一 38 增加 1Da。 图 18.20 (D) 为 这 段 肽 的 质谱 图 ,进一步 MSVMS 测 得 这 上段 
肽 的 序列 ,证 实 为 肽 段 32 一 38 [图 18.20 (E)]。 因 此 ,可 以 确认 RNase B Lys-C 酶 解 产 物 
总 离子 流 图 中 保留 时 间 为 17 一 18min 的 肽 即 为 糖 肽 。 图 18.20 (B) 为 糖 肽 的 MS 图 谱 , 同 
样 呈 现 明显 的 不 均一 性 。 其 中 主要 成 分 的 分 子 质 量 为 1 934.3Da,， 比 肽 的 分 子 质量 增加 
1 215$.7Da, 与 糖 链 GlcNAc Hexs 的 分 子 质量 相 匹配 , 即 在 N- 连 接 糖 链 五 糖 核心 外 再 连 
接 两 个 六 碳 糖 。MSVMS 结果 得 到 了 糖 链 的 组 成 和 连接 顺序 [图 18.20 (F)]。 除 了 主要 
成 分 外 ,还 有 连接 有 GlcNAcHexk 一 GlcNAcMansHexs 的 另外 4 种 成 分 。 总 共 5 种 糖 链 
类 型 造成 了 糖 蛋白 的 微观 不 均一 性 ,因此 ,在 糖苷 酶 处 理 前 糖 肽 呈现 出 一 组 峰 , 而 处 理 后 
呈现 为 单一 的 峰 。 此 外 ,由 于 核心 外 连接 的 都 是 六 碳 糖 , 糖 型 被 推断 为 高 甘露 糖 型 。 此 
外 ,我 们 还 对 不 均一 酶 解 糖 肽 进行 了 相对 定量 ,根据 质谱 测定 的 离子 强度 ,确定 了 含有 不 
同 长 短 糖 链 糖 肽 的 相对 含量 ( 表 18.1)。 


表 18.1 不 同 糖 型 的 相对 定量 


胰 酶 酶 解 后 的 糖 肽 组 成 百分比 
K3-GIcNAc2Man9 47.7% 
K3-GIcNAc2Man8 23.8% 
K3-GIENAc2Man7 8.9% 
K3-GIcNAc2Man6 15.8% 
K3-GICNAc2Man5 3.8% 


注 :GIcNAc 为 N- 乙 酰 葡 糖 胺 ;Man 为 讨 露 糖 。 
3. RNase B Glu-C 酶 解 产 物 w- 甘 露 糖苷 酶 处 理 前 后 LC-MIS 分 析 
为 了 进一步 证 实 糖 链 为 高 甘露 糖 型 ,我 们 对 CAM-RNase B Glu-C 酶 解 产 物 进行 w- 甘 


露 糖苷 酶 处 理 , 分 别 经 0,5,22,31,50h 处 理 , 取 祥 由 LC-MS 分 析 。 图 18.21 (A) 和 (B) 分 


别 为 CAM-RNase B Glu-C 酶 解 产 物 未 经 -甘露 糖苷 酶 处 理 的 总 离子 流 图 和 糖 肽 的 MS 
图 谱 。u- 甘 露 糖苷 酶 可 以 依次 去 除 高 甘露 糖 型 糖 链 中 五 糖 核心 外 的 所 有 甘露 糖 和 核心 内 
的 两 个 甘露 糖 ,但 不 能 去 除 核心 内 与 N- 乙 酰 葡 糖 胺 连接 的 B- 甘 露 糖 。 从 不 同时 间 取 样 的 
MS 结果 可 看 出 ,甘露 糖苷 酶 依次 去 除了 甘露 糖 。 图 18.21 (C) 和 (D) 为 处 理 S0h 后 的 
总 离子 流 图 和 糖 肽 的 MS 图 谱 。 糖 蛋白 连接 的 糖 型 确定 为 高 甘露 糖 型 , 糖 链 结构 为 Glc- 
NAc2Man5-GlcNAc2Man9。 

我 们 采用 液 相 色谱 电 喷 家 质 谱 ,结合 蛋白 酶 解 和 糖苷 酶 解 的 方法 ,为 糖 蛋白 的 分 析 提 
供 了 快速 灵敏 的 检测 手段 。 通 常 ,对 糖 蛋 白 上 糖 链 的 结构 分 析 需 要 将 糖 链 切割 下 来 并 回 
收 ,再 进行 色谱 分 析 或 质谱 分 析 。 我 们 直接 比较 糖苷 酶 处 理 前 后 的 糖 蛋白 酶 解 肽 谱 , 可 以 
确定 糖 肽 的 位 置 、 糖 结合 位 点 ,并 通过 串联 质谱 分 析 糖 肽 上 所 连 糖 链 的 结构 。 对 于 高 甘露 
糖 型 的 糖 链 ,我 们 采用 酶 解 肽 段 经 不 同时 间 的 -甘露 糖苷 酶 处 理 , 取 样 进行 质谱 分 析 的 方 
法 ,可 以 区 别 高 甘露 糖 型 和 其 他 N- 连 接 的 糖 链 类 型 。 我 们 采用 在 糖 蛋白 酶 解 和 糖苷 酶 酶 
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图 18.21 RNaseB 的 Glu-C 酶 解 肽 质量 肽 谱 
(A) 和 (C) 分 别 为 c 半 乳糖 音 酶 处 理 前 后 的 酶 解 肽 质谱 总 离子 流 图 ; 
(B) 和 (D) 分 别 为 " 半 乳 糖苷 酶 处 理 前 后 的 糖 捧 和 去 糖 基 化 肽 的 质谱 图 


解 连 续 进 行 ,不 必 再 进行 分 离 纯 化 。 只 是 要 求 蛋 白质 酶 解 和 糖苷 酶 酶 解 的 pH 相 匹 配 ,如 
Ni- 糖苷 酶 一般 在 pH7.5 左右 使 用 ,与 Lys-C 匹配 ,而 -甘露 糖苷 酶 的 最 适 pH 在 4.0 一 
5.0, 与 Glu-C 可 匹配 使 用 。 采 用 这 种 方法 ,不 同 酶 解 的 图 谱 总 离子 流 图 重复 性 很 好 , 便 
于 比较 糖苷 酶 酶 解 处 理 前 后 的 图 谱 , 寻 找 糖 肽 或 糖 链 有 变化 的 肽 段 。 这 一 方法 尤其 适用 
于 具有 N- 糖 链 的 糖 蛋白 分 析 ,因为 N- 糖 链 对 糖苷 酶 较 敏 感 ,而 某 些 O- 糖 链 不 容易 通过 
酶 解 方法 完全 去 除 。 


淹 诬 展 。 全 志 


基于 糖 蛋白 本 身 的 复杂 性 ,我 们 在 蛋白 质 糖 基 化 研究 中 必须 运用 多 元 化 的 策略 和 技 
术 。Fukui 等 人 开始 用 寡 糖 微 阵 列 的 方法 来 研究 糖 和 蛋白 质 的 相互 作用 [9%]。 现 在 可 在 
LCQ DecaXP(Thermo Finnigan) 的 离子 阱 中 做 四 级 质谱 (MS4) 来 解析 糖 肽 的 结构 !%] 。 美 
国 新 罕 布什 大 学 化 学 系 的 结构 生物 学 研究 中 心 现在 开始 用 基质 辅助 激光 解析 离子 化 -四 
极 杆 离子 阱 -飞行 时 间 (MALDIquadrupole ion trap-TOF, Shimadzu Biotech ) 进行 线虫 
(CC .elesazs ) 糖 基 化 蛋白 质 组 学 的 研究 。 随 着 分 离 技 术 、 检 测 技术 的 迅速 发 展 ,蛋白 质 糖 
基 化 研究 的 方法 和 策略 也 将 呈现 出 多 样 性 , 糖 基 化 蛋白 质 组 研究 也 将 成 为 翻译 后 修饰 研 
究 中 的 一 个 新 热点 。 
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第 十 九 章 亚 细 胞 重 日 质 组 学 
第 二 囊 0 机 


和 蛋白质 组 学 研究 通过 蛋白 质 分 离 技术 鉴定 技术 以 及 生物 信息 学 的 结合 来 鉴别 复杂 
生物 结构 的 所 有 蛋白 质 组 成 。 蛋 白质 组 已 被 理解 为 一 个 基因 组 或 一 个 生物 体 所 表达 的 所 
有 和 蛋白质, 或 者 在 多 细胞 生物 体 中 一 个 组 织 或 一 类 分 化 细胞 所 表达 的 所 有 蛋白质 组 
成 !。 双 向 凝 胶 电 泳 技术 (two-dimensional gel electrophoresis,2-DE) 分 离 蛋 白质 混合 物 为 
在 分 子 水 平 上 研究 生物 复合 体 提供 了 强 有 力 的 工具 [2-4]。 多 肽 质谱 指纹 技术 (peptide 
mass fingerprinting,PMF)L5-9] 与 自动 化 蛋白 质数 据 库 检索 功能 0 的 联合 应 用 使 高 通 量 
鉴定 从 2-DE 胶 上 切 下 的 蛋白 质点 得 以 实现 。 在 过 去 不 足 10 年 时 间 内 ,已 经 建立 了 许多 
来 自 不 同 组 织 、 体液 和 细胞 株 等 样品 的 2-DE 参考 和 蛋白质 组 图 谱 (http:/Awww. expasy. 
chXch2d/2dindex. html)L]。 

但 真 核 生 物体 是 一 个 复杂 系统 。 以 人 为 例 ,基因 组 分 析 研 究 表明 ,人 具有 3 万 一 5 万 
个 基因 ,经 mRNA 不 同 的 剪 切 方式 以 及 翻译 后 修饰 将 会 产生 更 多 的 蛋白 质 种 类 。 而 且 ， 
受 蛋 白质 等 电 点 极限 、 玻 水 性 ` 相 对 分 子 质量 范围 及 蛋白 质 丰 度 限制 ,很 难 由 2-DE 技术 
一 步 到 位 地 获得 生物 体 的 全 蛋白 质 组 !12,31。 因 此 ,在 用 2-DE 技术 展示 蛋白 质点 分 布 之 
前 ,引进 新 的 分 离 措施 是 必要 的 。 

随 着 多 物种 基因 组 计划 的 实施 ,在 后 基因 组 时 代 对 基因 序列 表达 产物 的 功能 分 析 将 
日 益 重 要 。 和 蛋白 质 的 亚 细 胞 定位 对 蛋白 质 生 物 功能 的 发 挥 起 着 极 关 键 的 作用 ,和 蛋白质 亚 
细胞 定位 信息 强烈 暗示 着 其 生物 学 功能 。 有 蛋白质 亚 细胞 分 级 技术 根据 理化 性 质 的 不 同 分 
离 纯 化 出 各 种 亚 细 胞 组 分 , 极 大 地 降低 了 针对 全 细胞 蛋白 质 组 学 研究 的 复杂 性 。 而 且 ,对 
亚 细 胞 组 分 所 有 和 蛋白质 的 鉴定 ,一 方面 可 以 明确 各 种 亚 细 胞 组 分 的 蛋白 质 组 成 , 另 一 方面 
可 以 获得 相应 蛋白 质 的 亚 细 胞 定位 信息 。 对 一 些 特征 性 亚 细 胞 组 分 (如 各 种 细胞 器 等 ) 所 
有 和 蛋白质 组 成 的 了 解 可 促进 对 其 结构 与 功能 的 理解 ;对 新 蛋白 质 亚 细 胞 定位 信息 的 了 解 
可 促进 对 其 生物 学 功能 的 认识 。 亚 细胞 蛋白 质 组 学 (subcellular proteomics) 已 日 益 成 为 蛋 
白质 组 学 研究 的 一 个 焦点 04]。 


一 、 炎 细胞 重 日 质 组 学 内 涵 


所 谓 亚 细 胞 蛋白 质 组 学 ,是 针对 细胞 内 不 同 区 域 结构 功能 单位 的 蛋白 质 组 学 研究 。 
细胞 内 成 分 根据 空间 结构 、 分 布 以 及 功能 不 同 ,分 成 不 同 细 胞 器 或 细胞 区 域 , 如 细胞 膜 , 胞 
浆 线粒体 溶 酶 体 . 过 氧化 物 酶 体内 质 网 高尔基 体 和 细胞 核 等 。 另 外 ,细胞 器 内 一 些 功 
能 单位 多 是 大 分 子 结构 体 (macromolecular structure) 或 多 蛋白 质 复合 体 (multiprotein 
complex) ,如 核 基 质 (nuclear matrix)、 剪 接 体 (spliceosome) 、 纺 锤 体 (spindle pole)、 核 孔 结 
构 (nuclear pore complex) 以 及 核糖 体 (ribosome) 等 L5]。 这 些 细 胞 器 、 多 蛋白 质 组 成 的 功能 

:和 








单位 的 区 域 化 (compartmentalization) 分 布 和 聚集 可 被 看 作 是 蛋白 质 除 等 电 点 \ 相 对 分 子 
质量 之 外 的 第 三 向 分 离 参数 而 用 于 对 全 细胞 蛋白 质 进 行 分 离 , 对 其 进行 蛋白 质 组 学 研究 
可 以 更 好 地 理解 全 细胞 的 蛋白 质 组 。 最 近 有 报道 采用 免疫 共 沉 淀 或 亲 和 层 析 的 方法 分 离 
出 细胞 或 细胞 器 内 一 类 信和 号 复合 体 (signaling complexe)[16-18] 或 一 类 特性 的 蛋白 质 群 
体 09] 进 行 蛋白 质 组 学 研究 ,更 丰富 了 亚 细 胞 蛋白 质 组 学 的 内 涵 。 


二 、 亚 细胞 蛋 日 质 组 学 的 意义 


亚 细 胞 分 离 技术 本 身 在 细胞 与 分 子 生 物 学 研究 中 的 重要 作用 已 不 言 而 喻 。 以 亚 细 胞 
分 级 与 蛋白 质 组 学 技术 相 结合 为 基础 的 亚 细 胞 蛋白 质 组 学 在 细胞 与 分 子 生 物 学 研究 中 具 
有 更 为 重要 的 意义 。 


1. 富 集 低 丰 度 蛋 和 白质, 完善 全 细胞 蛋白 质 组 


由 于 全 细胞 表达 的 蛋白 质 种 类 繁多 ,直接 做 全 细胞 的 蛋白 质 组 学 分 析 , 受 上 样 量 及 和 蛋 
白质 组 学 技术 本 身 的 限制 ,难以 分 离 、 检 测 到 全 部 蛋白 质 , 尤 其 是 一 些 低 丰 度 蛋白 质 。 但 
各 种 蛋白 质 在 细胞 内 有 一 定 的 空间 分 布 , 各 种 亚 细 胞 组 分 也 有 各 自 特征 性 的 蛋白 质 种 类 
组 成 。 分 离 亚 细 胞 组 分 可 以 减少 蛋白 质 种 类 、 富 集 低 丰 度 蛋 白质 ,有 望 分 离 鉴定 出 更 多 的 
新 蛋白 质 、 新 基因 。 如 Fialka 等 人 2 对 MDCK 开 细胞 的 内 吞 小 泡 (endocytic vesicles) 的 蛋 
白质 组 学 研究 发 现 了 9 个 新 蛋白 质 并 鉴定 出 其 中 一 个 。 不 同 亚 细 胞 蛋白 质 组 的 汇合 ,可 
以 完善 全 细胞 蛋白 质 组 。 


2. 提供 蛋白 质 的 亚 细 胞 定位 信息 


成 熟 蛋白 质 必须 分 拣 到 特定 的 细胞 部 位 才能 发 挥 其 生物 学 功能 ,蛋白 质 的 亚 细 胞 定 
位 信息 会 强烈 暗示 其 生物 学 功能 。 目 前 各 种 蛋白 质数 据 库 中 蛋白 质 的 亚 细 胞 定位 信息 很 
不 完善 。Jung 等 4 利用 PSORT 软件 通过 分 拣 信号 (sorting signal) 的 检测 将 SWISS- 
PROT、TrEMBL、TrEMBL-NEW 和 蛋白质 数据 库 中 的 共 24 846 个 人 类 和 蛋白质 进行 了 亚 细 
” 胞 定位 预测 ,发 现 其 中 约 有 3 362 个 线粒体 蛋白 质 、12 170 个 细胞 核 蛋 白质 以 及 3 791 个 
内 质 网 或 高 尔 基 体 蛋 白质 等 。 这 些 预测 需要 实验 证 实 ,而 且 仍 有 许多 和 蛋白质 的 亚 细 胞 定 
位 未 能 预测 。 另 外 ,人 类 基因 组 测序 分 析 表 明 人 具有 3 万 一 5 万 个 基因 ,经 mRNA 不 同 
的 剪 切 方式 以 及 翻译 后 修饰 将 会 产生 更 多 的 蛋白 质 种 类 。 这 预示 还 有 更 多 的 新 蛋白 质 待 
发 现 与 定位 。 亚 细胞 蛋白 质 组 学 研究 可 直接 提供 大 量 蛋 白质 的 亚 细 胞 定位 信息 ,促进 蛋 
白质 数据 库 的 日 趋 完善 。 


3. 加 深 对 亚 细 胞 组 分 的 结构 功能 理解 


对 特定 亚 细 胞 组 分 (如 细胞 器 或 多 和 蛋白质 功能 复合 体 ) 的 所 有 有 蛋白 质 组 成 的 了 解 非 常 
有 利于 针对 该 结构 功能 单位 的 特别 研究 。 如 Rout 等 人 520 从 分 离 出 的 酵母 核 孔 复合 体 
(nuclear pore complex) 组 分 中 鉴定 出 174 种 和 蛋白质, 并 证 明了 其 中 40 种 蛋白 质 与 核 孔 复 
合体 有 关 , 这 对 核 孔 复合 体 的 结构 模型 与 功能 研究 有 积极 意义 。 
" 人。 


4. 加 深 对 细胞 生理 分 子 机 制 的 理解 


亚 细 胞 分 离 技术 的 进展 已 能 分 离 出 更 多 的 亚 细 胞 多 和 曙 白 质 结 构 功能 单位 。 对 核 内 前 
接 体 (spliceosome complex) 、 纺 锤 体 (spindle pole) 以 及 信号 复合 体 (signaling complex) 等 的 
蛋白 质 组 学 研究 ,促进 了 对 细胞 生理 的 分 子 生 物 学 机 制 的 探索 。Wigge 等 人 [2 用 免疫 电 
镜 方 法 观察 到 从 酵母 纺锤 体 组 分 中 分 离 到 的 11 种 新 蛋白 质 中 的 8 种 共 定 位 于 纺锤 体 上 。 
Heller 等 人 0 分 离 与 CD28 相关 的 信号 复合 体 ,鉴定 出 4 种 新 蛋白 质 与 CD28 作用 ,提示 
了 CD28 分 子 在 工 细胞 信号 传导 中 的 一 种 新 的 可 能 机 制 。 


S. 亚 细 胞 蛋白 质 组 的 差异 表达 谱 


病理 情况 下 ,不同 亚 细 胞 组 分 受 影响 程度 不 一 。 适 宜 的 亚 细 胞 蛋白 质 组 学 研究 将 会 
更 灵敏 地 反映 病理 因素 造成 的 一 些 蛋白 质 的 量变 、 质 变 及 蛋白 质 迁 移 情况 (如 细胞 色素 
在 细胞 凋 亡 时 由 线粒体 迁移 到 胞 质 )。 对 一 些 细胞 器 特别 受累 的 病理 情况 , 亚 细 胞 蛋白 质 
组 学 研究 会 更 有 意义 。 


三 、 亚 细胞 蛋白 质 组 学 的 技术 基础 


亚 细 胞 蛋白 质 组 学 的 技术 基础 在 于 亚 细 胞 组 分 的 分 离 纯化 , 继 以 蛋白 质 组 学 技术 研 
究 。 随 着 亚 细 胞 分 级 技术 、 蛋 白质 组 学 技术 的 发 展 , 亚 细 胞 蛋白 质 组 学 必 将 具有 越 来 越 深 
刻 的 内 涵 。 


《一 ) 亚 细 胞 组 分 的 分 离 


在 过 去 的 40 一 50 年 中 ,细胞 的 分 级 分 离 为 生物 学 家 了 解 细胞 器 和 生物 大 分 子 的 组 成 
和 功能 提供 了 可 能 。 特 别 是 成 功 地 制备 了 分 级 的 细胞 匀 浆 物 ( 如 无 细胞 体系 或 体外 系统 
用 于 研究 像 DNA 复制 和 转录 、 蛋 白质 定位 和 转运 、 微 管 的 装配 以 及 蛋白 质 合 成 的 机 制 
等 ) 一 系列 复杂 的 机 制 喔 ] 。 进 行 亚 细 胞 蛋白 质 组 学 研究 ,首先 必须 完成 对 亚 细 胞 组 分 的 
分 离 纯 化 。 生 物化 学 和 细胞 生物 学 的 发 展 已 获得 较 成 熟 的 亚 细 胞 组 分 分 离 技 术 [24 。 


1. 细胞 的 破碎 


亚 细 胞 分 级 过 程 包括 两 个 主要 的 阶段 :破碎 细胞 和 细胞 成 分 的 分 离 。 破 碎 培养 或 组 
织 细胞 可 以 采用 渗透 压 冲击 .超声波 震 荡 、 机 械 力 研磨 或 剪 切 等 各 种 方法 来 实现 。 整 个 过 
程 中 可 用 显微镜 监控 以 确保 细胞 器 结构 上 的 完整 。 比 较 温 和 的 破碎 程序 可 以 使 细胞 核 、 
高 尔 基体 线粒体 和 其 他 膜 结构 保持 完整 ,所 得 到 的 匀 浆 在 合适 的 介质 中 大 部 分 是 有 活性 
的 ,也 就 是 它 保留 了 其 大 部 分 原来 的 生化 活性 。 然 后 再 根据 不 同 细胞 器 的 不 同 理化 特性 
自 匀 浆 中 分 离 出 各 种 亚 细 胞 组 分 。 


2. 亚 细 胞 组 分 的 分 步 分 离 : 差 速 离心 与 密度 梯度 离心 联 用 


匀 浆 产生 的 细胞 裂解 物 通常 通过 一 系列 差 速 离心 步骤 加 一 个 密度 梯度 离心 来 分 离 细 
胞 器 和 粒子 。 典 型 的 差 速 离心 顺序 在 表 19.1 中 列 出 。 依 次 差 速 离心 得 到 的 沉淀 再 在 密 
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度 梯度 中 进行 超速 离心 。 这 种 逐渐 加 大 离心 力 的 顺序 离心 及 密度 梯度 的 选择 将 根据 细胞 
成 分 的 大 小 和 密度 来 实现 分 离 。 每 种 成 分 与 其 他 成 分 分 离 的 速度 是 其 大 小 和 形状 的 画 
数 , 称 为 沉降 系数 。 不 同 细胞 器 的 大 小 和 沉降 特性 列 于 表 19.2L25] 。 


沉淀 
P1 


RCEF(gav)x 时 间 
1 000g xx 10min 
3 000g x 10min 
6 000g 关 10min 
10 000g x 10min 

20 000g5Xx 10min 

100 000g x 10min 


注 :RCF 即 相 对 离心 力 。 


表 19.1 差 速 离心 形成 的 沉淀 (肝脏 ) 
内 容 物 
细胞 核 , 重 线粒体 ,大 片 细胞 膜 
重 线粒体 ,细胞 膜 碎片 
线粒体 , 溶 酶 体 , 过 氧化 物 酶 体 ,完整 高 尔 基 体 
线粒体 , 溶 酶 体 ,过 氧化 物 酶 体 ,高 尔 基 体 腊 
溶 酶 体 , 过 氧化 物 酶 体 ,高 尔 基体 膜 , 大 的 高 密度 小 泡 (如 粗 面 内 质 网 ) 
从 内 质 网 而 来 的 所 有 小 泡 、 细 胞 膜 ,高 尔 基 体 , 核 内 体 等 


表 19.2 细胞 器 的 大 小 和 沉降 特性 


亚 细 胞 成 分 
细胞 核 
核 膜 ” 
线粒体 
溶 酶 体 
过 氧化 物 酶 体 
粗 面 内 质 网 小 泡 
光 面 内 质 网 小 泡 
胞 腊 

大 片 

小 泡 
核 内 体 
高 尔 基体 (完整 ) 
高 尔 基体 (小 泡 ) 
肌 质 网 
叶绿体 
植物 线粒体 


大 小 [om RCFV《g 时 间 Mnin 
4 一 12 500 一 1 000 5 一 10 
2 000(30 000) 30(5) 
0.4 一 2.5 1 000 一 10 000 10 一 15 
0.4 一 0.8 6 000 一 15 000 10 一 20 
0.4 一 0.8 6 000 一 15 000 10 一 20 
0.05 一 0.35 30 000 一 100 000 30 一 60 
0.05 一 0.3 50 000 一 100 000 30 一 60 
3 一 20 1 000 一 3 000 10 一 15 
0.05 一 2.0 50 000 一 100 000 30 一 60 
0.05 一 0.4 50 000 一 100 000 30 一 60 
1.0 一 2.0 10 000 一 20 000 20 一 30 
0.05 一 0.5 50 000 一 100 000 20 一 40 
0.1 一 1.0 10 000 一 35 000 20 
2 一 5 1 000 一 2 000 10 
1 一 3 5 000 一 20 000 35 


* 核 膜 的 制备 物 是 完整 的 包 膜 ( 鬼 影 ) , 它 的 沉降 速率 取决 于 制备 的 方式 。 


目前 有 许多 种 梯度 介质 成 功 地 用 于 细胞 的 分 步 分 离 。 这 些 包括 蔗糖 、Ficoll\Percoll、 
Nycodenz 和 Metrizoate 等 ,每 种 都 有 其 优点 和 缺点 。 芒 糖 梯度 可 能 是 最 常用 的 ,这 是 因为 
蔗糖 便宜 溶解度 高 ,并 且 能 够 制备 分 离 绝 大 多 数 成 分 所 要 求 的 密度 范围 的 溶液 。 但 是 在 
高 浓度 时 蔗糖 竺 性 大 且 渗 透 压 高 。 所 有 对 渗透 压 敏 感 的 细胞 器 会 在 经 过 不 同 梯度 的 过 程 
中 反复 收缩 和 吸 涨 ,最 后 重 悬 在 等 渗 的 介质 中 。 这 个 效应 会 损害 梯度 根据 其 大 小 或 密度 
分 离 细 胞 器 的 能 力 。 为 了 获得 较 高 的 密度 分 布 和 较 小 的 渗透 压 和 黏度 ,Nycodenz 和 Per- 
coll 可 以 作为 可 接受 的 替代 品 。 与 芒 糖 相 比 , 非 离子 的 碘 化 溶质 Nycodenz( 一 种 三 碘 苯 甲 
酸 衍生 物 ,与 mentrizamide 十 分 接近 ) 在 相同 密度 下 渗透 压 小 得 多 [2 3。Nycodenz 在 多 


0 


数 液 相 介质 中 都 是 可 溶 的 ,在 pH 2 一 12.5 的 范围 内 稳定 ,并 且 不 受 二 价 阳 离子 的 影响 。 
主要 缺点 是 昂贵 。Percoll( 一 种 包 被 了 的 硅胶 ) 被 认为 是 高 浓度 蔗糖 梯度 的 另 一 种 有 用 的 
替代 品 。 其 使 用 十 分 简单 :细胞 被 匀 浆 后 ,与 一 种 Percoll 缓冲 液 混合 并 在 固定 角 转 头 中 
离心 。 在 离心 过 程 中 Percoll 形成 自己 的 梯度 。 由 于 它 是 一 种 胶体 溶液 , Percoll 几乎 没有 
渗透 压 效应 ;然而 Percoll 粒子 沉降 得 相当 快 ,引起 梯度 在 离心 过 程 中 发 生 保护 ,这 使 它 在 
较 高 速度 下 使 用 时 比较 困难 。 细 胞 器 通常 在 低 渗 透 压 介质 中 比 在 蔗糖 溶液 中 有 更 低 的 密 
度 ( 见 表 19.3)。 表 19.4 描述 了 纯化 不 同 细胞 器 所 推荐 的 梯度 介质 和 离心 条 件 [24 。 


表 19.3 亚 细 胞 成 分 在 蔗糖 和 低 渗透 压 介 质 中 的 密度 


密度 (gcm- 3) 
亚 细 胞 成 分 
蔗糖 渗 低 透 压 介质 ” 

细胞 核 >1530 1.21 一 1.24 
核 腊 ES 一 于 : 汪 2 n. a. 
线粒体 1 三 下列 1.15 一 1.20 
Mitoplast 线粒体 质 1.44 生 玛 : 
溶 酶 体 1.19 一 1.21 1.10 一 主 瑟 
过 氧化 物 酶 体 1.18 一 1.23 1.19 一 1.22 
粗 面 内 质 网 取 18 一 权 26 n. a， 
光 面 内 质 网 1.06 一 1.15 1.03 一 1.07 
细胞 膜 

大 片 1.14 一 1.19 1 2 二 1 

小 泡 1.07 一 16 1.05 一 1.12 
核 内 体 1.06 一 1.16 1.05 一 1.10 
高 尔 基 体 (完整 ) 1.05 一 1.12 1.03 一 1.08 
高 尔 基体 (小 泡 ) 1.05 一 1.12 1.03 一 1.08 
肌 质 网 1.04 一 1.08 D. a. 
叶绿体 1.18 一 1.20 1 了 和 一 下 中 
植物 线粒体 1.16 一 1.19 n. a. 


注 :n.a. 未 得 到 数据 ; 
#* 这 些 数 据 是 在 Nycodenz .metrizamid 或 Percoll 中 的 密度 。 
差 速 离心 与 密度 梯度 离心 联 用 ,不 仅 广泛 用 于 不 同 细 胞 器 的 分 离 ,业已 成 功用 于 一 些 
大 分 子 结构 体 和 多 蛋白 质 复 合体 的 制备 。 而 且 , 与 不 同 溶解 缓冲 液 系 统 结合 使 用 ,可 将 一 
些 亚 细 胞 组 分 进一步 细 分 为 更 多 组 分 ,如 Ronut 等 9] 从 Trypanosoma brucei 的 细胞 核 里 细 
分 出 核 膜 . 核 孔 和 核 仁 组 分 ,Cahill 等 6301 分 离 出 大 鼠 肝 脏 线粒体 的 核糖 体 。 


3. 免疫 共 沉 淀 法 (Co-IP) 分 离 信号 复合 体 (signaling complex) 


细胞 信号 传导 一 直 是 细胞 分 子 生 物 学 的 一 大 热门 课题 。 传 统 的 信号 传导 研究 对 单一 

言 号 分 子 上 下 游 蛋白 质 和 和 蛋 白质 之 间作 用 已 形成 一 套 模式 ,对 许多 信和 号 通路 的 发 现 做 出 

重要 贡献 。 随 着 信号 通路 之 间 cross-talk 的 发 现 ,信号 通路 的 复杂 性 已 超出 初期 的 想像 ， 

细胞 内 信和 号 网 络 的 概念 已 被 普遍 接受 。 对 细胞 内 信和 号 传导 的 研究 必 将 要 求 新 的 思维 模式 

和 技术 要 求 。 蛋 白质 组 学 由 于 其 系统 性 整体 性 思维 模式 ,已 被 迅速 引入 细胞 信和 号 传导 研 
398 ， 





究 。 信 和 号 复合 体 不 能 通过 密度 梯度 离心 纯化 ,而 免疫 沉淀 (immunoprecipitation) 正 适应 了 
这 一 要 求 。 将 目标 信和 号 分 子 蛋 白 从 细胞 或 亚 细 胞 组 分 中 沉淀 后 ,由 于 蛋白 质 和 蛋白质 之 
间 相 互 作用 ,所 有 共 沉 省 下 的 其 他 蛋白 质 可 假定 为 参与 信号 复合 体 , 经 蛋白 质 组 学 技术 分 
离 鉴定 后 ,可 进一步 经 细胞 分 子 生 物 学 实验 验证 其 在 信号 传导 中 的 功能 06-18]。 


表 19.4 纯化 不 同 细胞 器 所 推荐 的 梯度 和 离心 条 件 


成 分 沉淀 * “RCF(gav) x 时 间 梯度 污染 物 参考 文献 
细胞 核 P1 100 000gx60min 60% 蔗 糖 屏障 无 Blobel and Portter 1996[40] 
P1/ 勾 浆 物 15 000gx60min 20% 一 50% dc 汪 Comerford et ol .1985541 
Nycodenz 
大 片 细胞 腊 P1 160 000gx3h ”37% /60% 芒 糖 线粒体 Graham et al .1990t42] 
线粒体 P2 3 000gX10min 无 细胞 核 
P2+P3 50000gx2h 20% 一 40% dc “过 氧化 物 酶 体 Graham et al .1990[42] 
十 P4 Nycodenz 


匀 浆 物 37 000gx30s 20% 一 52% dc 过 氧化 物 酶 体 Graham 1984543] 


Percoll 
溶 酶 体 P4+P5 50000gx2h 10% 一 50% dc 细胞 膜 Graham et ol .1990[42l 
Nycodenz 
P4+P5 37 000gx30min 15% 一 85% <c 线粒体 Graham 1984[43] 
Percoll 
过 氧化 物 酶 体 P4+P5 95 000gx2h 一 34% 一 47% dc 线粒体 Wattiaux and 
Nycodenz Wattiaux-De Coninck 1983 
高 尔 基体 P4+P5 160000gxlh 10% 一 44% dc 细胞 膜 小 泡 上 Graham 1984[9] 
蔗糖 光 面 内 质 网 
P4+P5 50000gx2h 10% 一 50% dc 溶 酶 体 Graham et al .1990[32] 
Nycodenz 
光 面 内 质 网 / P6 150 000gxlh 20% 5% 芒 糖 加 光 面 内 质 网 / 核 内 体 Bergstrand and 
粗 面 内 质 网 1SmmolLL 所 化 饮 Dallner 1986 [44] 
细胞 膜 小 泡 P4+ 了 PSXP6 100 000gx4h 10% 一 30% <c 光 面 内 质 网 / ”Graham and 
metrizamide 核 内 体 Winterbourne 1988L45] 
核 内 体 HOM/AP6 85 000gx45min 5% 一 35% dc 光 面 内 质 网 /Kindberg et QL 1984046] 
Nycodenz 细胞 膜 小 泡 
肌 质 网 P2 120 000gXx2h ”20% 一 38% dc 线粒体 Meissner 1984[9] 
蔗糖 
核 腊 P1 100 000gx1lh 10% 一 55% dc 无 Key et Ql .1972[488] 
蔗糖 Graham et wL .1990[42] 
线粒体 外 膜 P2 115 000gxlh ”23% 一 43% dc 线粒体 内 膜 Coty et olL .1979[49] 
蔗糖 


a.P1 一 P6 同 表 19.1; b. (dc) : 非 连续 ;(c) :连续 。 
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4. 亲 和 层 析 法 分 离 不 同 亲 和 特 性 的 亚 细 胞 组 分 


亲 和 层 析 法 是 一 类 经 典 的 蛋白 质 分 离 纯化 技术 。 选 择 一 定 的 基质 与 配 基 , 可 将 细胞 
或 亚 细 胞 内 不 同 亲 和 特 异性 的 蛋白 质 群 分 离 出 来 并 继 以 蛋白 质 组 学 研究 。Lopez 等 5.)] 通 
过 Ca… 歼 合 层 析 柱 `ConA 亲 和 层 析 柱 及 葵 基 琼脂 糖 凝 胶 树脂 分 别 分 离 出 大 鼠 肝 组 织 线 
粒 体 中 的 钙 结合 蛋白 质 、 糖 蛋白 和 政 水 性 膜 蛋 白 ,并 进行 了 蛋白 质 组 学 研究 。 需 特别 说 明 
的 是 ,细胞 或 亚 细 胞 组 分 中 不 同 种 类 的 翻译 后 修饰 的 特性 可 望 用 来 分 离 各 类 被 修饰 的 蛋 
白质 。 


5. 分 离 纯化 效果 评价 


亚 细 胞 分 离 纯化 是 否 成 功 ,可 以 用 光学 或 电子 显微镜 监测 ,或 者 检测 蛋白 质 浓度 或 合 
适 的 标志 酶 。 如 Murayamad 等 人 031] 就 通过 Western 印迹 检测 不 同 亚 细胞 成 分 的 标志 性 
蛋白 质 或 酶 ,鉴别 了 由 Nycodenz 密度 梯度 离心 一 步 法 分 离 到 的 不 同 亚 细 胞 组 分 。 在 匀 桨 
和 纯化 过 程 中 跟踪 合适 的 标志 酶 的 活性 可 以 确定 目的 细胞 器 的 产 率 和 污染 其 他 细胞 器 成 
分 的 程度 。 而 且 , 在 整个 纯化 过 程 中 确定 蛋白 质 的 浓度 ,在 每 一 步 计算 比 活性 (活性 与 蛋 
白质 的 比率 ) ,可 以 估计 富 集 程度 或 纯化 倍数 。 主 要 细胞 成 分 的 标志 酶 列 于 表 19.5125] 。 


表 19.5 ”哺乳 动物 细胞 膜 的 主要 酶 特点 


膜 成 分 酶 说 明 
细胞 膜 
顶端 膜 5 - 核 苷 酸 酶 , 亮 氨 酸 氨 肽 酶 , 碱 。 在 一 些 细胞 中 该 膜 可 能 与 一 些 组 织 特异 性 功能 有 关 , 如 在 
性 磷酸 酶 肠 道 细胞 中 有 糖 转运 功能 
基底 膜 Na ` 人 -ATP 酶 ,激素 控制 的 ， 肝 组 织 中 的 Na 长 "-ATP 酶 主要 存在 于 毗邻 的 膜 上 , 环 
腺 苷 酸 环 化 酶 化 酶 在 血 窦 膜 上 
通用 5 - 核 苷 酸 酶 ,Na" 人 -ATP 酶 ”这些 最 常 使 用 的 通用 标志 在 组 织 培养 的 细胞 膜 上 并 不 总 
是 容易 分 析 
线粒体 琥珀 酸 脱 氢 酶 可 以 用 细胞 色素 或 P- 碘 硝 基 四 唑 紫 作 为 电子 受 体检 测 ; 
在 培养 细胞 中 的 水 平 倾向 于 较 低 
溶 酶 体 B 半 乳糖 苷 酶 , 酸性 磁 酸 化 酶 ， 
芳 基 硫 酸 酯 酶 
过 氧化 物 酶 体 过 氧化 氢 酶 ,尿酸 酶 可 以 用 N- 乙 酰 葡 糖 胺 或 卵 清 蛋白 作为 受 体 来 检测 
高 尔 基体 半 乳 糖苷 转移 酶 
内 质 网 NADPH( 或 NADH)- 细 胞 色素 c ”只 有 肝 和 肾 有 较 高 水 平 的 葡萄 糖 -6- 磷 酸 酶 是 否 存在 内 质 
还 原 酶 网 污染 是 很 难 估计 的 ,因为 膜 有 一 定 的 连续 性 
核 腊 核 苷 酸 三 磷酸 酶 


线粒体 外 腊 单 胺 氧化 酶 
线粒体 内 膜 细胞 色素 氧化 酶 
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《二 ) 蛋 昌 质 组 学 近 术 


蛋白 质 组 学 技术 主要 在 于 蛋白 质 分 离 技术 与 蛋白 质 鉴 定 技术 的 结合 。 不 断 改 进 的 和 蛋 
白质 分 离 技 术 和 不 断 更 新 换代 的 质谱 技术 以 及 快速 发 展 的 生物 信息 学 技术 ,使 得 当今 的 
蛋白 质 组 学 研究 日 新 月 异 。 这 些 技 术 的 有 机 结合 可 适应 亚 细 胞 蛋白 质 组 学 研究 的 不 同 目 
的 和 不 同 特性 的 要 求 。 

传统 的 2-DE-MS 技术 中 ,2-DE 的 一 些 不 足 与 发 展 前 景 尽管 目前 虽 有 争议 :2 ,但 它 
仍 有 许多 不 可 忽视 的 优越 性 。 如 可 提供 蛋白 质 的 pI 和 M, 参考 数值 ,有 助 于 蛋白 质 的 鉴 
定 [321。 而 且 2-D 胶 上 常见 的 蛋白 质 同形 异 构 体 (isoform) 多 是 蛋白 质 的 翻译 后 修饰 结 
果 [33,34] 。 

目前 ,飞速 发 展 的 质谱 技术 对 酶 解 肽 段 的 检测 和 检索 功能 的 加 强 ,对 蛋白 质量 及 纯度 
的 要 求 降 低 。 许 多 研究 者 在 分 析 和 蛋白 质 种 类 较 少 时 (如 免疫 共 沉 淀 蛋白 质 复合 物 ) ,通过 
单 向 凝 胶 电 泳 (one-dimensional gel electrophoresis, 1-DE ) 或 液 相 色谱 (liquid chromato- 
graphy,LC) 或 二 者 结合 分 离 蛋白 质 后 直接 进行 蛋白 质 混合 物 的 质谱 鉴定 , 而 不 再 依赖 于 
2-DEL35-37] 

对 亚 细 胞 蛋白 质 组 学 研究 有 着 重大 意义 的 蛋白 质 组 学 技术 是 多 维 色 谱 与 串联 质谱 联 
用 的 2D-LC-MSVXMS 技术 用 于 直接 分 析 大 和 蛋白质 复合 体 (direct analysis of large protein 
complexes,DALPC)03,381]。 和 蛋白 质 复合 物 酶 解 后 的 肽 段 混合 物 经 强 阳 离子 交换 柱 和 反 相 
柱 两 阶段 分 离 后 ,由 电 喷 雾 离子 化 串联 质谱 (ESI-MSVMS) 分 析 获 得 大 量 肽 段 的 MSVZMS 
谱 图 ,经 数据 库 检 索 后 可 一 次 性 鉴定 出 数 百 种 甚至 更 多 的 蛋白 质 。2D-LC-MSVMS 技术 
避免 了 双向 凝 胶 电 泳 技术 分 离 蛋 白质 过 程 中 的 等 电 点 极限 \ 下 水 性 ` 相 对 分 子 质 量 范围 等 
限制 性 因素 , 且 可 检测 10 000:1 丰 度 范围 内 的 低 丰 度 肽 段 31。 采 用 2D-LC-MSVMS 技 
术 直 接 分 析 亚 细胞 组 分 蛋白 质 混合 物 ,将 是 亚 细 胞 蛋白 质 组 学 研究 的 重要 发 展 方向 。 


三 ) 恒 昌 质 亚 细 胞 定位 买 哈 技术 


亚 细 胞 分 离 技术 本 身 已 提供 了 和 蛋白 质 的 亚 细 胞 定位 信息 ,毋庸 怀疑 所 鉴定 出 的 蛋白 
质 绝 大 部 分 定位 在 相应 的 亚 细 胞 组 分 中 或 与 该 组 分 相关 。 但 由 于 完全 纯化 的 亚 细 胞 组 分 
很 难 获得 也 很 难 证 明 , 为 了 验证 亚 细 胞 蛋白 质 组 学 的 研究 结果 ,如 新 发 现 蛋 白质 的 亚 细 胞 
定位 及 其 在 亚 细 胞 结构 中 的 可 能 功能 ,需要 细胞 或 分 子 生 物 学 的 补充 实验 予以 证 实 。 如 
应 用 Western 印迹 验证 所 发 现 蛋 白质 在 亚 细 胞 组 分 中 的 存在 ;TAP(tandem affity purifica- 
tion)-tag 方法 可 望 解决 免疫 共 沉 淀 中 的 非特 异性 结合 问题 39]。 和 蛋白 质 精 确 亚 细 胞 定位 
技术 除 亚 细 胞 组 分 分 离 外 还 有 电镜 技术 和 荧光 显微镜 技术 。 可 采用 免疫 电镜 (immnu- 
noelectron microscopy)[21,22]1 或 免疫 荧光 (immunofluorescence) 技 术 确认 可 疑 蛋白 质 在 细胞 
内 的 定位 ;甚至 可 以 通过 表达 myc-tag 或 绿色 荧光 蛋白 (GFP) 融 合 和 蛋白 ,分析 它们 在 细胞 
中 的 定位 520,4]。 基 因 缺 失 突变 不 但 可 以 验证 蛋白 质 的 亚 细 胞 的 定位 ,还 可 以 就 该 蛋白 质 
的 生物 功能 提供 证 据 53]。 


〈 四 ) 蛋 日 质 亚 细胞 定位 预测 技术 


虽然 以 上 这 些 技 术 可 提供 和 蛋白质 的 相对 精确 的 亚 细 胞 定位 信息 ,但 这 些 实验 技术 在 
401 ， 


目前 多 是 耗 时 的 , 且 主 观 性 强 , 可 重复 性 差 !'%1。 在 功能 基因 组 学 尤其 是 蛋白 质 组 学 研究 
时 代 , 随 着 大 量 新 蛋白 质 的 发 现 ,单纯 依靠 这 些 实验 技术 验证 蛋白 质 的 亚 细 胞 定位 是 不 现 
实 的 。 近 10 年 来 ,许多 学 者 尤其 是 一 些 生物 信息 学 家 根据 蛋白 质 序列 信息 在 蛋白 质 亚 细 
胞 定位 的 预测 方面 进行 了 广泛 研究 并 取得 了 一 系列 有 意义 的 结果 '42 -4 。 表 19.6 列举 


了 互联 网 上 可 用 的 一 些 主 要 亚 细 胞 定位 预测 软件 或 服务 器 。 
表 19.6 互联 网 上 常用 的 亚 细 胞 定位 预测 软件 


软件 名 称 网 址 (URL) 预测 功能 预测 依据 参考 文献 
区 7 . dk《 ices/ 
ChomP http: /MAwww. cbs. dtu. dk/services 叶绿体 蛋白 质 识别 CTP [46] 
Chlorop/ 
这 . Imnips. biochemn . 
人 [47,48] 
de/cgi-bin/proj/maedgen/mitofilter 
:AN . cbs. dtu. dk/services/ 
0 识别 SP [49] 
SignalP/ 
:V/M[maple. bioc. columbia. 天 
ee -识别 NLS [50] 
predictNLS/ 
http: /MAwww. inra. fr/Internet/Pro- ”线粒体 和 叶 识别 MTP 和 CTP [51] 
Predortar 
duits/Predotar/ 绿 体 蛋白 质 
http: /MA . cbs. dtu. dk/services/ 
NI 弓 训 归公 可 车 骨 慌 下 全 全 /3 大 纲 自 质 识别 跨 膜 螺旋 和 拓扑 结构 [52] 
工 MHMIM-2.07 
HMMTOP http:yAwww.enzim. huxhmmtop/ 膜 蛋 白质 识别 跨 膜 螺 旋 和 拓扑 结构 [53] 
2 http: /www. bioinfo，_ tsinghua. 二 种 亚 细 胞 定 ”氨基酸 组 成 分 析 [54] 
edu. cn/SubLoc 位 
NNPSL http: /Apredict. sanger. ac. uk[nnpsl ”5$ 种 亚 细 胞 定位 “” 氮 基 酸 组 成 分 析 [55] 
http: /MAwww. cbs. dtu. dk/services/ ”4 类 亚 细 胞 定位 ”SignalP、ChloroP 和 [56] 
TargetP 四 
TargetP/ MTP 识别 三 者 相 结合 
12 种 亚 
PSORT http://psort. nibb. ac.jp/ 人 氨基 酸 组 成 与 分 拒 157 5 柯 
信和 号 识别 相 结合 


注 :CTP: 叶 绿 体 运 输 肽 (chloroplast transit peptide); NLS: 核 定位 信号 (nuclear localization signals) ;MTP: 线 粒 体 引 
导 肽 (mitochondrial targeting peptide); SP: 信 和 号 肽 (signal peptide)。 


一 般 而 言 , 各 种 亚 细 胞 定位 预测 方法 都 包括 四 个 步骤 :首先 ,建立 客观 有 代表 性 的 各 


种 已 知 亚 细 胞 定位 的 训练 用 蛋白 质数 据 系列 (training dataset); 其 次 ,从 这 些 蛋 白质 数据 
系列 中 抽 提 出 各 种 特征 信息 参数 ;再 次 ,根据 特征 信息 参数 采用 一 些 算法 建立 算法 模型 以 
计算 比较 可 疑 蛋 白质 某 种 亚 细 胞 定位 的 可 能 性 ;最 后 ,采用 检验 用 蛋白 质数 据 系 列 (test- 
ing dataset) 结 合 不 同 评价 方法 对 所 建立 算法 模型 的 预测 结果 进行 评价 [45] 。 
迄今 为 止 , 亚 细 胞 定位 预测 主要 基于 蛋白质 氨 基 酸 序列 的 三 个 方面 的 特性 或 它们 之 
间 的 相互 结合 :氨基 酸 组 成 特点 、 分 拣 信 号 的 识别 以 及 氨基 酸 序列 的 进化 保守 性 [3]。 许 
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多 研究 表明 各 种 细胞 器 有 偏好 性 的 氨基 酸 组 成 [521。 针 对 这 一 特性 ,不 同学 者 又 采用 不 同 
方式 进行 蛋白 质 的 亚 细 胞 定位 预测 ,如 Cedano 等 人 采用 了 判别 式 分 析 方 式 (discriminant 
analysis)l6]; Reinhardet 和 Hubbard 采用 了 人 工 神 经 网 络 方式 (artificial neural net- 
work)[55];， Chou 和 Elrod 采用 了 一 种 协 变 式 判 别 式 运算 法 则 (covariant discriminant algo- 
rithm)[64-66] ; 而 Yuan 等 人 采用 了 一 种 Markov 链 模型 (markov chain Model)![67J。 和 蛋白 质 
在 胞 浆 合 成 后 , 须 在 N 端 分 拣 信 和 号 (sorting signal) 的 指引 下 到 达 不 同 亚 细胞 部 位 发 挥 生 
物 学 功能 。 各 种 分 拣 信 号 如 信和 号 肽 (signal peptide) 线粒体 引导 肽 (mitochondrial target- 
ing peptide) 叶绿体 运输 肽 (chloroplast transit peptide) 和 核定 位 信号 (nuclear localization 
signals) 等 已 被 广泛 单独 或 联合 用 于 蛋白 质 的 亚 细 胞 定位 预测 !44 。 如 ChloroP 通过 识别 
叶绿体 运输 肽 预测 蛋白 质 的 叶绿体 定位 [4 ;MitoProt 通过 识别 线粒体 引导 肽 预测 线粒体 
或 非 线 粒 体 定位 [4,48] ; SignalP 通过 识别 信号 肽 用 于 预测 分 沁 蛋 白质 甚至 预测 信号 肽 酶 
切 位 点 [8]。 而 TargetP 通过 SignalP .ChloroP 和 线粒体 引导 肽 识别 三 者 相 结合 将 蛋白 质 
亚 细 胞 定位 预测 为 分 泌 蛋 白质 线粒体 蛋白 质 、 叶 绿 体 蛋白 质 和 其 他 四 类 [56]。 不 断 完善 
的 PSORT 结合 氨基 酸 组 成 分 析 与 分 拣 信 和 号 识别 预测 包括 各 种 细胞 器 的 12 种 亚 细 胞 定 
位 方式 55-601。Stanford 等 人 [6 认为 , 真 核 生 物 同 工 酶 的 不 同 亚 细胞 定位 与 同 工 酶 之 间 
的 氨基 酸 序列 差异 有 关 ,将 这 些 差异 序列 进一步 与 真菌 或 原核 生物 的 同 源 蛋 白质 序列 比 
较 , 将 会 明确 潜在 的 定位 信号 区 域 。 据 此 , 他们 收集 了 真 核 蛋 白质 定位 附加 区 域 (addi- 
tional domains for eukaryotic protein targeting,ADEPTS) 。Marcotte 等 人 !6@9] 根 据 同 源 蛋白 
质 在 系统 发 生 图 谱 上 亚 细 胞 定位 分 布 情况 ,将 线粒体 蛋白 质 分 为 原核 生物 源 性 、 真 核 生物 
源 性 及 物种 特异 性 三 类 。 

蛋白 质 亚 细 胞 定位 预测 已 取得 一 定 的 成 绩 , 如 大 多 软件 对 检验 用 蛋白 质数 据 系 列 的 
预测 成 功率 超过 65% , TagertP 对 植物 和 非 植物 蛋白 质 的 预测 成 功率 更 是 分 别 高 达 85% 
和 90% 。 利 用 TargetP 预测 出 约 10% 的 拟 南 芥 和 人 基因 产物 为 分 泌 蛋 白质 5356。 尽管 如 
此 ,生物 信息 学 家 对 目前 的 预测 软件 能 否 普遍 应 用 仍 持 怀疑 态度 ,要 求 对 预测 的 结果 慎重 
对 待 !$]。 这 主要 是 因为 目前 的 亚 细 胞 定位 预测 技术 还 存在 许多 问题 ,主要 如 蛋白 质数 据 
库 中 亚 细 胞 定位 信息 不 完善 导致 训练 用 数据 代表 性 不 强 ; 所 基 酸 组 成 信息 难以 有 效 提取 ; 
蛋白 质 运输 与 分 拣 机 制 尚 未 完全 清楚 ,各 类 分 拣 信 号 尚 缺 乏 足 够 代表 性 ;新 蛋白 质 氨基 栈 
序列 的 N 端 难以 确定 从 而 妨碍 分 拣 信 和 号 的 识别 ,等 等 。 蛋 白质 的 亚 细 胞 定位 预测 技术 仍 
需 不 断 发 展 完善 。 

亚 细 胞 蛋白 质 组 学 研究 与 蛋白 质 亚 细胞 定位 预测 技术 相 结合 可 以 相互 验证 ,相互 促 
进 。 一 方面 , 亚 细 胞 蛋白 质 组 学 研究 获得 的 大 量 亚 细胞 组 分 蛋白 质 , 难 以 全 部 经 实验 技术 
确证 其 亚 细 胞 定位 ;经 过 系统 性 的 亚 细 胞 定位 预测 , 既 可 以 检测 亚 细 胞 组 分 中 整体 蛋白 质 
的 亚 细 胞 定位 特性 ,又 可 根据 单个 蛋白 质 亚 细胞 定位 预测 结果 与 整体 亚 细 胞 组 分 特性 的 
符合 情况 ,选择 出 有 意义 蛋白 质 进一步 研究 。 另 一 方面 ,各 种 亚 细 胞 组 分 的 蛋 白 质 组 学 研 
究 结果 将 会 富 集 特异 的 亚 细 胞 组 分 蛋白 质 ,对 它们 的 预测 结果 将 反映 预测 软件 的 实际 预 
测 效 果 和 对 各 类 不 同 亚 细 胞 定位 的 蛋白 质 的 预测 效果 ;而 且 高 质量 的 亚 细 胞 蛋白 质 组 学 
研究 结果 提供 的 蛋白 质 的 亚 细 胞 定位 信息 可 进一步 用 作 训 练 数据 ,从 而 完善 预测 技术 。 
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四 、 亚 细胞 重 日 质 组 学 研究 进展 


世界 范围 内 的 亚 细 胞 蛋白 质 组 学 研究 方兴未艾 。 不 同 生物 体 的 不 同 器 官 、 组 织 及 多 
种 细胞 株 的 不 同 亚 细 胞 组 分 的 蛋白 质 组 学 研究 时 有 报道 。 表 19.7 列举 了 目前 互联 网 上 
的 部 分 亚 细 胞 组 分 的 蛋白 质 组 学 数据 库 网 址 。 


表 19.7 互联 网 上 有 关 亚 细胞 组 分 的 蛋白 质 组 学 数据 库 


亚 细 胞 组 分 名 称 蛋白 质 组 学 数据 库 网 址 ” 参考 文献 
人 肝 细 胞 核 http: /Mus. expasy. org/cgi-bin/ch2d-compute-map? NUCLEI_LIVER _HUMAN [70] 
人 胎盘 溶 酶 体 http: /MAwww.health. adelaide. edu. auX2Ddatabase/front2 .htm [71] 
人 胎盘 线粒体 http: /www. dsv. cea.fr/thema/MitoPick/ZMito2D. html [72] 
拟 南 芥 线粒体 http: /MAwrww. gartenbau. uni-hannover. de/genetik/AMPP [73] 
线粒体 http: /MAwrww. mips. biochem. mpg. de/projMmedgenymitopX 

Hela 细胞 核 仁 http: /Mus. expasy.org/cgi-bin/map2/def? NUCLEOLI_HELA_ 2D_HUMAN [74j] 


Hela 40S hnRNP http: /Lproteomics. cancer. dk/2Dgallery/40S_ hnRNP. html 


http: /Aproteomics. cancer. dk/cgi-bin/gel _ launcher? Proteasomes+ (IEF) 对 protea- 


人 蛋白酶 体 
somes _ief 
http: /Aproteomics. cancer. dk/cgi-bin/gel _ launcher? Ribosomes + (NEPHGE ) & ri- 
人 核糖 体 
bosomes 
http: /Aproteomics. cancer. dk/cgi-bin/gel _ launcher? Mouse+ mitochondria+ (IEF) 
小 鼠 线粒体 : 
斑 mouse _mitochondria 
小 鼠 肝 细胞 核 http: /us. expasy. org/cgi-bin/ch2d-compute-map? NUCLEI_LIVER_ MOUSE [75] 


1. 细胞 器 的 蛋白 质 组 学 研究 


几乎 各 种 类 型 的 细胞 器 都 有 蛋白 质 组 学 研究 报道 。 如 Rabilloud 等 人 [7Z 分 离 出 人 胎 
盘 线粒体 ,鉴定 出 53 种 蛋白 质 ; Chataway 等 人 "7 从 胎盘 溶 酶 体 中 鉴定 出 19 种 蛋白 质 ， 
并 将 3 种 未 知 蛋 白质 进行 了 N 端 测序 ;Muller 等 人 59 从 Burkitt 淋巴 瘤 BL60 细胞 株 分 
离 出 细胞 核 ,鉴定 了 33 种 蛋白 质 并 获得 3 种 未 知 蛋 白质 的 氨基 酸 序列 信息 ; Fialka 等 
人 5 从 MDCK 开 细胞 的 内 吞 小 泡 中 发 现 8 种 已 知 蛋 白质 和 9 种 未 知 蛋 白质 ,并 鉴定 出 
其 中 一 种 未 知 蛋 白质 。 关 于 线粒体 和 高 尔 基 体 的 蛋白 质 组 学 研究 将 在 相关 章节 中 详细 介 


绍 。 
2. 大 分 子 结构 体 和 多 蛋白 质 复 合体 的 蛋白 质 组 学 研究 


大 分 子 结构 体 和 多 和 蛋白质 复 合体 作为 细胞 内 的 一 些 基 本 结构 与 功能 单位 ,对 其 蛋白 

质 组 成 的 了 解 具有 重要 意义 。 对 大 分 子 结构 体 和 多 和 蛋白质 复合 体 的 蛋白 质 组 学 研究 已 有 

众多 报道 。 如 Gerner 等 人 0577- 7 从 人 的 白细胞 羊膜 细胞 和 肝 组 织 细 胞 三 类 细胞 的 核 基 

质 中 共 鉴 定 出 了 15 种 核 基质 蛋白 ; Neubauer 等 人 [4 从 HeLa 细胞 中 分 离 出 剪接 体 

(splicesome) ,鉴定 出 17 种 已 知 剪接 体 蛋 白质 ,新 发 现 4 种 蛋白 质 与 剪接 体 相 关 ,并 通过 
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EST 库 搜 索 发 现 19 种 与 剪接 体 相 关 的 新 蛋白 质 ; Heller 等 人 5 从 工 细 胞 抗原 受 体 
(IT-cell antigen receptor ,TCR) 信 和 号 复合 体 中 鉴定 出 7 种 新 的 蛋白 质 成 分 ,可 望 用 于 药理 
学 研究 。 对 核 孔 复 合体 和 核 仁 的 蛋白 质 组 学 研究 参见 相关 章节 。 


3. 酵母 的 亚 细 胞 蛋白 质 组 学 研究 


酵母 作为 一 种 被 广泛 应 用 的 基因 组 信息 较为 完善 的 模式 生物 ,对 其 亚 细 胞 蛋白 质 组 
学 研究 已 取得 重要 进展 。 如 Wigge 等 人 [22] 鉴 定 了 酵母 纺锤 体 组 分 中 的 23 种 蛋白 质 ,其 
中 11 种 新 基因 产物 中 的 8 种 共 定位 于 纺锤 体 ;Link 等 人 80 对 酵母 80S 核糖 体 大 亚 基 的 
蛋白 质 组 学 研究 ,鉴定 出 已 知 的 74 种 蛋白 质 , 并 鉴定 了 一 种 新 的 核糖 体 蛋 白质 ; Ronut 等 
人 3] 对 酵母 核 孔 复 合体 的 蛋白 质 组 学 研究 发 现 了 40 种 与 核 孔 复合 体 相 关 的 蛋白 质 。 
Yoon 等 人 [8 通过 串联 系 和 纯化 技术 (tandem affinity purification,TAP) 纯 化 出 酿酒 和 裂 
殖 两 类 酵母 的 anaphase-promoting complex (APC) , 均 鉴 定 出 13 种 蛋白 质 。 裂 殖 酵 母 的 
Cdcsp 与 其 酿酒 酵母 的 类 似 物 Ceflp 是 Myb 相关 的 蛋白 质 , 与 mRNA 前 体 的 剪接 有 关 。 
Ohi 等 人 [号 证 明了 它们 存在 于 稳定 的 多 蛋白 质 复 合体 中 ,并 且 通 过 TAP 技术 纯化 出 
Cdcsp 与 Ceflp 复合 体 , 继 以 多 和 蛋白质 复 合体 直接 分 析 技 术 (direct analysis of large protein 
complex,DALPC) 分 析 后 , 发现 二 者 具有 几乎 相同 的 蛋白 质 组 成 , 主要 包括 Sm、U2、U5 
snRNP 的 蛋白 质 成 分 ,而 且 发 现 含 有 U2、U5、U6 snRNAs。 另 外 ,还 鉴定 出 一 些 新 蛋白 质 
与 mRNA 前 体 的 剪接 有 关 。 


4. 结语 


随 着 各 种 亚 细 胞 组 分 分 离 技术 和 和 蛋白 质 组 学 技术 的 发 展 ,各 种 新 的 亚 细 胞 组 分 的 蛋 
白质 组 学 研究 的 报道 层出不穷 ; 而且, 同一 亚 细 胞 蛋白 质 组 学 的 结果 也 不 断 被 新 的 研究 所 
更 新 完善 。 例 如 ,对 大 鼠 肝 组 织 线粒体 的 蛋白 质 组 学 研究 ,在 3 年 内 ,美国 .日 本 和 瑞士 的 


3 个 研究 小 组 分 别 用 不 同方 法 从 不 同 角度 逐步 完善 了 对 大 鼠 肝 组 织 线粒体 的 蛋白 质 组 学 
研究 s[19 ,31 ,83] 。 


有 ”到 络 


亚 细 胞 蛋 白 质 组 学 通过 亚 细 胞 分 离 技术 、 蛋 白质 组 学 技术 以 及 相关 的 分 子 、 细 胞 生物 
学 的 验证 性 技术 对 各 种 亚 细 胞 组 分 进行 蛋白 质 组 学 分 析 。 

随 着 各 种 分 离 技术 的 发 展 , 亚 细胞 蛋白 质 组 学 具有 越 来 越 深刻 的 内 涵 。 除 了 传统 的 
细胞 器 的 蛋白 质 组 学 研究 ,对 各 种 大 分 子 结构 体 以 及 多 和 蛋白质 复合 体 ( 包 括 信号 复合 体 ) 
的 蛋白 质 组 学 研究 也 取得 了 重大 进展 。 

亚 细 胞 蛋白 质 组 学 的 研究 成 果 证 明了 亚 细 胞 恒 白 质 组 学 研究 的 重要 意义 。 表 现在 : 
可 以 富 集 低 丰 度 蛋白 质 从 而 完善 全 细胞 蛋白 质 组 ;可 以 提供 蛋白 质 的 亚 细 胞 定位 信息 ;可 
以 加 深 对 亚 细 胞 组 分 的 结构 功能 的 理解 ;可 以 促进 对 细胞 生理 分 子 机 制 的 理解 ;通过 亚 
ee 比较 分 析 对 疾病 病理 机 制 等 的 研究 具有 特别 意义 。 

合 亚 细 胞 分 离 技术 ,蛋白 质 组 学 技术 及 其 系统 性 、 整 体 性 思维 方式 , 亚 细 胞 蛋白 质 
yayeoieeoemcoioey 亚 细 胞 蛋白 质 组 学 正 是 蛋白 质 
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组 学 通 向 细胞 生物 学 分 子 生物 学 的 桥梁 ,将 促进 生命 科学 研究 进一步 走向 深入 。 
第 二 节 “细胞膜 的 蛋白 质 组 学 研究 进展 


生物 膜 系统 包括 细胞 质 膜 和 真 核 细胞 中 的 细胞 内 膜 , 具 有 重要 生物 功能 和 特征 性 的 
分 子 结构 特点 。 由 于 膜 蛋白 质 的 高 度 玻 水 性 、 难 溶解 性 ,对 细胞 膜 的 蛋白 质 组 学 研究 反映 
了 蛋白 质 组 学 研究 面临 的 一 些 技术 挑战 。 


一 、 细 胞 膜 的 结构 与 功能 


细胞 膜 (cell membrane) 又 称 质 膜 (plasma membrane) ,是 细胞 的 重要 组 分 ,包围 在 所 
有 细胞 的 表面 ,为 一 层 极 薄 的 膜 。 在 真 核 细 胞 中 ,除了 质 膜 以 外 ,细胞 内 还 有 构成 各 种 细 
胞 器 的 膜 , 称 为 细胞 内 膜 。 细 胞 质 膜 与 细胞 内 膜 统 称 为 生物 膜 (biomembrane)。 

质 膜 最 基本 的 作用 是 维持 细胞 内 微 环 境 的 相对 稳定 ,并 与 外 界 环境 不 断 地 进行 物质 
交换 能 量 和 信息 的 传递 ,对 细胞 的 生存 、 生 长 、 分裂 分 化 都 至 关 重要 。 细 胞 内 膜 更 是 各 种 
细胞 器 发 挥 生物 功能 的 基础 。 生 物 膜 与 生命 科学 中 许多 基本 问题 以 及 有 关 的 一 些 迫 切 需 
要 解决 的 实际 问题 都 有 密切 关系 。 例 如 ,细胞 起 源 、 细 胞 分 裂 分 化 、 细 胞 识别 、 免 疫 、 物 质 
运输 、 信 息 传递 .代谢 调控 、 能 量 转换 、 神 经 传导 以 及 肿瘤 发 生 等 无 不 与 膜 有 关 [s&4,55]。 

不 同 的 细胞 质 膜 与 不 同 的 内 膜 各 有 其 不 同 的 功能 ,但 它们 的 化 学 组 成 和 分 子 结构 却 
有 着 共同 的 特征 。 细 胞 膜 主 要 是 由 脂 类 和 蛋白质 (包括 酶 ) 组 成 。 所 有 的 膜 都 包含 上 述 两 
类 成 分 。 在 质 膜 的 表面 还 普遍 存在 有 少量 的 糖 类 ,形成 糖 脂 和 糖 蛋 白 。 大 体 上 说 , 脂 类 约 
占 总 量 的 530% ,蛋白 质 约 占 40% , 糖 类 占 1% 一 10% 。 实 际 比例 随 着 膜 种 类 不 同 而 有 很 
大 差别 。 膜 中 脂 类 和 和 蛋白 质 含量 的 变化 与 膜 的 功能 有 关 。 一 般 而 言 , 膜 所 含 蛋白 质 越 多 ， 
膜 的 功能 越 复杂 。 相 反 , 膜 的 功能 越 简单 ,所 含 蛋白 质 的 种 类 和 数量 越 少 。 随 着 对 膜 研 究 
的 深 入 ,对 膜 的 分 子 结构 已 先后 提出 "和 蛋白质- 脂 类 -蛋白质 " 三 明治 式 结构 模型 .单位 膜 模 
型 和 流体 灸 财 模 型 等 !s4,5] 。 


一 、 膜 蛋白 质 的 特 扣 


根据 膜 蛋白 分 离 的 难 易 及 其 与 脂 分 子 的 结合 方式 , 膜 蛋 白 可 分 为 两 大 基本 类 型 :外 在 
膜 蛋 白 (extrinsic membrane proteins) 或 称 外 周 膜 蛋白 (peripheral membrane proteins) 和 内 
在 膜 蛋 白 (intrinsic membrane proteins) 或 称 整 合 膜 蛋 白 (integral membrane proteins)。 处 
在 膜 蛋 白 为 水 溶性 蛋白 质 , 靠 离子 键 或 其 他 较 弱 的 键 与 膜 表面 的 蛋白 质 分 子 或 脂 分 子 结 
合 。 因 此 ,只 要 改变 溶液 的 离子 强度 甚至 提高 温度 就 可 以 从 膜 上 分 离 下 来 , 膜 结 构 并 不 被 
破坏 。 内 在 膜 蛋 白 以 不 同 程度 戏 人 脂 双 层 的 内 部 ,多 为 横 跨 全 膜 ,其 疏水 区 域 与 脂 双 层 中 
脂 类 分 子 的 疏水 尾部 相互 作用 , 亲 水 区 域 暴露 在 膜 的 一 侧 或 两 侧 表面 。 因 此 ,这些 蛋 白质 
也 具有 双 型 性 ,其 中 朴 水 性 氨基 酸 比例 较 高 。 在 内 在 膜 蛋白 的 跨 膜 玻 水 部 分 几乎 都 含有 
1 个 或 1 个 以 上 的 e- 螺 旋 结 构 片 段 。 内 在 膜 蛋白 与 膜 结合 非常 紧密 ,不 易 分 离 , 只 有 用 去 
垢 剂 (detergent) 使 膜 衣 解 后 才 可 分 离 出 来 ,但 分 离 后 易 失 去 其 正常 的 构 型 。 因 此 , 膜 重 
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白 ,特别 是 内 在 膜 蛋 白 的 分 离 提纯 远 远 少 于 外 在 蛋白 和 非 膜 蛋 白 的 研究 [at,95]。 
二 、 膜 重 日 质 的 双 回 凝 胶 电 沪 技 术 研 究 


膜 的 重要 生物 学 功能 和 结构 特点 ,已 激发 了 许多 学 者 对 膜 的 蛋白 质 组 学 研究 。 但 腊 
蛋白 质 的 不 易 分 离 和 朴 水 特性 对 传统 的 蛋白 质 组 学 技术 尤其 是 双向 凝 胶 电 泳 技术 提出 了 
严峻 挑战 。 双 向 凝 胶 电泳 技术 作为 蛋白 质 组 学 研究 中 最 重要 、 最 常用 的 蛋白 质 分 离 技 术 ， 
对 膜 蛋 白 的 分 离 能 力 却 很 差 , 膜 蛋白 甚至 在 双向 凝 胶 电 泳 图 谱 上 缺失 !86,81。 这 主要 可 能 
是 由 于 膜 蛋 白 的 难 溶解 性 ' 吧 以 及 与 固化 pH 梯度 (immobilized pH gradients,IPG) 胶 条 基 
质 间 的 朴 水 作用 造成 !%9'%1。 

为 了 增强 双向 凝 胶 电泳 系统 溶解 膜 蛋白 的 能 力 , 各 种 新 的 破 膜 剂 (chaotropes) .表面 
活性 剂 (surfactants) 还原 剂 (reducing agents) 不 断 被 应 用 于 膜 蛋白 的 样品 制备 !2J1。 如 新 
的 破 膜 剂 硫 脲 (thiourea) 与 尿素 (urea) 的 联 用 ,在 双向 凝 胶 电 泳 图 谱 上 分 离 到 单一 应 用 尿 
素 时 未 发 现 的 一 些 核 蛋 白 .内 在 膜 蛋白 和 微 管 蛋 白 等 "2]。8 硫 代 型 两 性 离子 表面 活性 剂 
(sulfobetaine-type zwitterionic surfactants) 如 Chaps 已 被 证 明 较 非 离 子 变 性 剂 NP-40 或 
Triton X-100 等 对 双向 凝 胶 电泳 分 离 蛋 白质 有 更 好 的 效果 !9-9%]。 使 用 TBP(tributyl 
phosphine) 代 蔡 常 规 还 原 剂 二 琉 基 乙醇 (dithiothreitol,DTT) 应 用 于 双向 凝 胶 电 泳 ,增强 了 
中 国 仓鼠 卵巢 细胞 蛋白 质 或 羊毛 角 蛋 白 的 溶解 分 离 效 果 [%6271 ,在 双向 凝 胶 电 泳 图 谱 上 分 
离 到 四 种 相对 分 子 质量 和 pI 值 相近 的 角 和 蛋白。 各 种 新 试剂 的 引用 及 不 同 试剂 相互 组 合 
的 应 用 已 使 双向 凝 胶 电 泳 技术 溶解 分 离 膜 蛋白 的 能 力 得 到 一 定 发 展 。 

除了 上 述 新 试剂 的 应 用 外 ,针对 膜 蛋 白 组 分 的 特点 ,一 些 新 策略 已 被 发 展 应 用 于 膜 蛋 
白 的 双向 凝 胶 电泳 分 析 研究 ,如 膜 蛋白 组 分 的 分 级 抽 提 ! 吕 、 采 用 双向 变性 剂 Triton X- 
144[%] 或 碱 性 NazCON!00 预 处 理 膜 蛋白 组 分 分 离 内 在 膜 蛋 白 技术 以 及 采用 有 机 溶剂 抽 提 
膜 蛋白 100 等 。Molloy 等 [8 首先 用 Tris-base 抽 提 出 大 肠 杆菌 的 易 深 蛋白质, 接着 用 常规 
裂解 溶液 (8molL 尿素 ,4% Chaps,100mmolML DTT,0.5% CA) 抽 提出 一 般 朴 水 性 蛋白 
质 ,其 次 用 含 硫 脲 `TBP 和 sulfobetaines 等 试剂 的 强 裂解 液 抽 提 难 溶 蛋白 质 , 剩 下 不 溶 组 
分 用 含 强 表面 活性 剂 ASB14 的 裂解 液 (7molALL 尿素 ,2molLL 硫 脲 ,1% ASB14,2mmol/L 
TBP,40mmolLL Tris,0.5% CA) 溶 解 。 所 得 各 个 组 分 分 别 经 双向 凝 胶 电 泳 分 析 后 ,在 后 . 
两 个 组 分 中 新 富 集 鉴 定 出 一 批 含 OmpA 的 外 膜 内 在 膜 蛋 白 。Molloy 等 !1021 接 着 采用 碱 性 
NazCO3 预 处 理 技 术 分 离 出 大 肠 杆 菌 膜 内 在 膜 蛋 白 , 用 强 裂解 液 (7molALL 尿素 ,2molLL 硫 
腺 ,1% ASB14,2mmol[L TBP,40mmolL Tris,0.5%_ CA) 溶解 后 经 双向 凝 胶 电泳 技术 
(pH 4 一 7, 分 子 质量 10 000 一 80 000Da) 分 离 后 ,鉴定 出 21 种 内 在 膜 蛋 白 , 约 占 SwissProt 
蛋白 质 库 中 预测 的 大 肠 杆菌 内 在 膜 蛋白 的 80% 。Santoni 等 0103,104] 以 模式 生物 拟 南 芥 叶 
膜 蛋白 质 为 研究 对 象 ,系统 比较 优化 了 各 种 应 用 于 双向 凝 胶 电泳 分 析 的 膜 蛋白 质 的 抽 提 
和 溶解 方案 ,发现 碱 性 NazCO3 预 处 理 膜 蛋 白 组 分 分 离 出 的 内 在 膜 蛋白 经 含有 强 表 面 活性 
剂 C8$ 的 裂解 液 溶 解 后 ,用 免疫 学 方法 鉴定 出 如 水 通道 蛋白 、 纤 维 素 酶 ATPase 等 内 在 膜 
蛋白 4103] ,并 表明 膜 蛋白 组 分 中 脂 质 含量 影响 变性 剂 对 膜 蛋白 的 溶解 效果 , 需 进行 预 处 
理 吕 04] 
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四 、 膜 重 曰 质 的 非 双 四 凝 胶 电泳 技术 研究 


由 于 传统 双向 凝 胶 电泳 技术 分 离 膜 蛋白 质 的 局 限 性 , 愈 来 愈 多 的 学 者 尝试 采用 一 些 
非 双 向 凝 胶 电 泳 技术 研究 膜 蛋 白质 。 随 着 质谱 对 有 蛋白质 或 肽 段 混 合 物 分 析 鉴 定 技术 的 发 
展 , 单 向 SDS-PAGE 直接 与 质谱 技术 结合 分 离 鉴 定 膜 蛋白 质 混 合 物 , 已 成 为 一 种 趋势 。 
而 且 , 单 向 SDS-PAGE 直接 分 离 膜 蛋白 质 避 免 了 采用 IPG 进行 等 电 聚 焦 过 程 造 成 的 膜 蛋 
白质 的 丢失 。Galeva 和 Altermanni105 采 用 单 向 SDS-PAGE 与 质谱 技术 结合 分 离 鉴定 大 
鼠 微 体 (microsome) “和 鬼 影 "(ghost) 结 构 中 的 膜 蛋白 质 。 考 马 斯 亮 蓝 染 色 的 蛋白 质 条 带 经 
胶 内 酶 解 后 由 MALDI-MS 共 鉴 定 出 已 知 34 种 微 体 膜 蛋白 质 中 的 22 种 ,而 同时 进行 的 双 
向 凝 胶 电泳 技术 只 分 离 鉴 定 出 3 种 微 体 膜 蛋白 质 。 

另外 ,用 于 直接 分 析 大 蛋白质 复合 体 (direct analysis of large protein complexes， 
DALPC) 的 多 维 色 谱 与 串联 质谱 联 用 的 2D-LC-MSVMS 技术 [3,38] ,避免 了 双向 凝 胶 电泳 
技术 分 离 蛋白 质 过 程 中 的 等 电 点 极限 、 玻 水 性 ` 相 对 分 子 质量 范围 等 限制 性 因素 。Wash- 
burn 等 40 利用 这 一 技术 鉴定 出 的 1.484 种 酵母 蛋白 质 中 包括 131 种 整合 膜 蛋白 ,经 预测 
均 含 有 三 个 或 以 上 的 蜂 膜 区 结构 域 (transmembrane domain)。 这 一 技术 必 将 广泛 应 用 于 
膜 的 蛋白 质 组 学 研究 。 


抽 只 =， 络 


虽然 膜 蛋白 的 疏水 性 、 难 溶性 限制 了 传统 双向 凝 胶 电 泳 技术 对 膜 蛋 白质 的 分 离 ,但 是 
各 种 特性 变性 剂 的 发 现 \ 应 用 以 及 膜 蛋白 质 的 不 同 抽 提 方案 的 实施 正 逐 步 改 善 这 种 困境 ， 
并 由 此 促进 了 有 蛋白质 组 学 研究 中 和 蛋白质 分 离 技术 的 发 展 。 各 种 非 双向 凝 胶 电 泳 技术 的 发 
展 将 使 膜 的 蛋白 质 组 学 研究 得 到 重大 突破 ,同时 也 反映 了 和 蛋白质 组 学 技术 的 发 展 趋势 。 


第 三 节 ”高尔基 体 蛋 白质 组 学 研究 进展 


高 尔 基 体 是 真 核 细胞 内 的 一 种 重要 细胞 器 ,是 细胞 内 大 分 子 运输 的 一 个 主要 的 交通 
枢纽 ,主要 参与 细胞 分 泌 活 动 ,是 糖 类 合成 和 蛋白 质 翻 译 后 修饰 的 重要 场所 。 对 其 蛋白 质 
组 成 的 了 解 将 促进 对 高 尔 基 体 结构 和 功能 的 深 和 理解。 以 Howell 研究 小 组 为 主 ,已 对 高 
尔 基 体 进 行 了 一 系列 的 蛋白 质 组 学 研究 。 


一 、 高 尔 基体 的 结构 和 功能 


高 尔 基体 (Golgi body) 又 称 高 尔 基 器 (Golgi apparatus) 或 高 尔 基 复 合体 (Golgi com- 
plex),， 是 普遍 存在 于 真 核 细胞 内 的 一 种 细胞 器 !107,1081。 它 不 仅 存在 于 动 植物 细胞 中 ;而 
且 也 存在 于 原生 动物 和 真菌 细胞 内 。 在 光 镜 下 可 见 兰 椎 动物 大 多 数 细胞 的 高 尔 基体 呈 复 
杂 的 网 状 结构 ,少数 细胞 如 卵细胞 、 精 细胞 以 及 大 多 数 无 脊椎 动物 细胞 和 植物 细胞 具 分 散 
的 高 尔 基体 。 据 估计 ,每 个 肝 细 胞 约 有 50 个 高 尔 基体 , 约 占 细 胞 质 体 积 的 2% ,植物 细胞 
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有 数 十 个 到 数 百 个 分 散在 整个 细胞 质 中 。 高 尔 基 体 的 形态 大小、 分 布 在 不 同 细胞 甚至 细 
胞 生长 的 不 同 阶段 都 有 很 大 不 同 ,但 在 已 成 熟 的 细胞 却 显 示 有 共同 的 形态 特征 。 

电子 显微镜 观察 到 的 高 尔 基 体 最 富有 特征 的 结构 是 由 一 些 (常常 4 一 8 个) 排列 较为 
整齐 的 扁平 膜 吉 (saccule) 堆 释 在 一 起 ,构成 了 高 尔 基 体 的 主体 结构 , 扇 吉 多 呈 号 形 , 也 有 
的 呈 半 球形 或 球形 , 均 由 光滑 的 膜 围 绕 而 成 ,在 其 周围 常 结合 有 一 些小 管 和 大 小 不 同 的 有 
被 或 无 被 的 吉 泡 。 高 尔 基 体 是 一 种 有 极 性 的 细胞 器 , 这 不 仅 表现 在 它 在 细胞 中 往往 有 比 
较 恒定 的 位 置 与 方向 ,而 且 物 质 从 高 尔 基体 的 一 侧 进 入 ,从 另 一 侧 输出 。 在 很 多 细胞 中 ， 
高 尔 基体 靠近 细胞 核 的 一 面 , 扁 吉 弯 曲 成 凸 面 又 称 形 成 面 (forming face) 或 顺 面 (cisface ) ， 
面向 细胞 质 膜 的 一 面 常 旺 止 面 又 称 成 熟 面 (mature face) 或 反面 (trans face)。 顺 面 多 与 
ER 膜 相 联系 ,接近 于 顺 面 的 扁 囊 膜 在 形态 与 染色 性 质 上 与 ER 相似 ;在 反面 的 扁 吉 的 形 
态 与 化 学 组 成 很 像 质 膜 。 已 证 实 高 尔 基 体 是 由 许多 功能 不 同 的 区 隔 ( 或 称 房 室 ) (com- 
partment) 所 组 成 的 完整 体系 ,至 少 可 分 为 高 尔 基 体 顺 面 的 网 状 结构 (cis-Golgi network， 
CGN) .中 间 膜 囊 (medial Golgi) 和 反面 的 管 网 结构 (trans Golgi network;TGN ) 。Rothman 
等 009] 应 用 单 克隆 抗体 免疫 细胞 化 学 电镜 技术 证 明 每 个 区 隔 内 含有 的 酶 不 同 ,功能 不 同 ， 
如 N- 乙 酰 葡 萄 糖 胺 转移 酶 只 在 中 间 膜 吉 中 , 而 半 乳 糖 基 转 移 酶 只 存在 于 反面 的 扁 宫 。 

高 尔 基体 的 主要 功能 :107,108.1101 是 将 内 质 网 合成 的 多 种 蛋白 质 进 行 加 工 、 分 类 与 包 
装 ,然后 分 门 别 类 地 运送 到 细胞 特定 的 部 位 或 分 刻 到 细胞 外 。 内 质 网 上 合成 的 脂 类 一 部 
分 也 要 通过 高 尔 基体 向 细胞 质 膜 和 溶 酶 体 膜 等 部 位 运输 ,因此 ,可 以 认为 ,高 尔 基体 是 细 
胞 内 大 分 子 运输 的 一 个 主要 的 交通 枢纽 。 此 外 ,高 尔 基 体 还 是 细胞 内 糖 类 生物 合成 的 主 
要 场所 ,如 完成 糖 蛋白 的 合成 多 糖 的 合成 ,以 及 氮 基 多 糖 的 硫酸 化 ,都 在 高 尔 基 体内 进 
于 


二 、 高 尔 基体 的 重 日 质 组 学 研究 


Taylor 等 5 根据 高 尔 基体 所 占 细胞 容积 比 估计 ,高 尔 基体 至 少 有 1 000 种 组 成 性 蛋 
白质 。 而 根据 蛋白 质 的 功能 活性 或 抗原 特性 从 多 种 哺乳 动物 的 各 种 组 织 中 只 鉴定 出 不 到 
200 余 种 高 尔 基 体 蛋 白质 。 全 面 了 解 同 一 物种 组 织 高 尔 基 体 的 蛋白 质 组 成 必 将 促进 深入 
理解 高 尔 基 体 的 特征 结构 和 所 有 已 知 或 未 知 功能 。 近 5 年 来 对 某 些 物种 组 织 的 高 尔 基体 
的 蛋白 质 组 学 研究 已 有 多 篇 报道 。 

Howell 研究 小 组 对 大 鼠 肝 组 织 高 尔 基 体 蛋 白质 组 学 进行 了 一 系列 研究 。 由 于 高 尔 
基体 是 细胞 内 合成 蛋白 质 运输 的 一 个 主要 的 交通 枢纽 ,在 生理 稳定 状态 下 ,大 鼠 肝 组 织 高 
尔 基 体 中 约 $0% 的 蛋白 质 属于 一 过 性 运输 蛋白 质 [132]。1977 年 ， Taylor 等 03] 采 用 放 线 
( 菌 ) 酮 (cycloheximide) 预 处 理 SD 大 鼠 抑制 蛋白 质 合 成 , 竺 高尔基 体 中 一 过 性 蛋白 质 转运 
至 各 自 目 的 地 后 ,结合 差 速 离 心 和 蔗糖 密度 梯度 离心 获得 高 度 富 集 的 高 尔 基体 组 分 
(stacked Golgi fraction,SGF1)。 通 过 高 尔 基 体 和 其 他 细胞 器 一 些 标志 性 蛋白 质 或 酶 的 定 
量 检测 证 明 对 照 组 大 鼠 肝 组 织 高 尔 基 体 组 分 (CTL SGF1) 较 差 速 离心 中 的 去 核 上 清 组 分 
(postnuclear supernatant, PNS) 富 集 了 300 一 400 倍 , 而 放 线 ( 菌 ) 酮 处 理 组 获得 的 CHX 
SGF1 较 PNS 富 集 了 400 一 700 倍 。 继 之 以 双向 凝 胶 电 泳 (2-DE) 和 银 染 技术 获得 CTL 
PNS,CTL SI (分 离 过 程 中 的 中 间 组 分 ) ,CTL SGF,CHX SGF,CHX SGF-high pH 上 清 组 
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分 和 CHX SGF-high pH pellet 6 个 组 分 的 2-DE 图 谱 [14] 。 通 过 分 析 各 图 谱 上 蛋白 质点 的 
匹配 情况 和 富 集 程度 将 其 中 丰 度 较 高 的 173 个 蛋白 质点 分 为 3 类 :80 个 运输 性 蛋白 质 
(cargo protein) ,44 个 与 高 尔 基 体 相 关 的 胞 质 蛋 白质 (cytosolic Golgi-associated protein ) 和 
49 个 高 尔 基体 居留 蛋白 质 (resident Golgi protein) ,并 利用 强 碱 液 进一步 将 高 尔 基 体 居 留 
蛋白 质 中 的 胞 质 面 和 腔 面 的 周边 蛋白 质 与 膜 蛋白 质 抽 提 区 分 出 来 。 为 了 分 离 鉴 定 出 更 多 
的 高 尔 基体 中 的 低 丰 度 蛋 白质 ,2000 年 Taylor 等 [10 继续 采用 Tiiton X114 抽 提 CHX 
SGF1 组 分 将 其 分 为 Triton X-114 不 可 溶 (insoluble) 水 相 (aqueous) 和 去 垢 剂 相 (detergent 
phase)3 个 组 分 ,并 经 二 乙 基 氨基 乙 基 (diethylaminoethyl,DEAE) 离 子 交 换 层 析 技 术 分 离 
富 集 各 组 分 蛋白 质 , 经 双向 凝 胶 电泳 (2-DE) 分 析 后 ,将 CHX SGF1 组 分 2-DE 主 图 谱 上 检 
测 到 的 蛋白 质点 编号 由 173 个 增加 到 588 个 。 其 中 丰 度 最 强 的 9 个 蛋白 质点 胶 内 酶 解 
后 经 串联 质谱 (MSVMS) 分 析 后 鉴定 出 其 中 59 个 蛋白 质 ,30 个 确定 为 高 尔 基 体 居 留 蛋 白 
质 ( 如 Giantin\GP25L2 SNARES、Rab、Rap、Rho 家 族 蛋 白 等 ) ,6 个 为 内 质 网 循环 蛋白 质 
(如 cyclophilin B、BiP 等 ) ,7 个 为 血清 蛋白 质 ( 如 serum paraxonase 等 ) ,6 个 为 其 他 细胞 器 
蛋白 质 ( 如 Urate oxidase、cathepsin D 等 ) , 10 个 为 胞 质 蛋 白质 (如 HSP70、alpha-SNAP 
等 ); 另 有 22 个 蛋白 质点 也 产生 有 效 的 质谱 图 但 经 检索 为 未 知 蛋 白质 ,其 中 20 个 具有 相 
应 的 EST 数据 。 至 此 ,建立 了 第 一 份 哺乳 动物 高 尔 基体 蛋白 质 组 学 数据 库 。 


二 、 蛋 日 质 组 学 研究 发现 新 的 高 尔 基 体重 日 质 


Wu 等 !15 根 据 未 知 蛋白 质 GMx33 的 肽 序列 对 应 的 EST 数据 设计 出 随机 引物 自 大 
鼠 和 cDNA 文库 筛选 出 两 个 克隆 ,并 拼接 出 全 长 序列 。 根 据 可 读 框 预测 的 蛋白 质 等 电 点 
和 相对 分 子 质量 与 双向 凝 胶 电泳 (2-DE) 胶 上 的 蛋白 质点 一 致 。 通 过 与 酵母 及 各 种 哺乳 
动物 表达 序列 标签 (EST) 数 据 库 比 较 分 析 表 明 GMx33 有 x、B 两 种 亚 型 。 免 疫 印迹 发 现 
GMx33a 在 2-DE 胶 上 有 多 种 修饰 形式 ,其 中 有 的 是 磷酸 化 。Northern 印迹 分 析 表 明 
GMx33a 存在 于 大 鼠 几 乎 各 种 器 官 组 织 中 。GFP-GMx33a\GFP-GMx338 以 及 GFP- 酵 母 
融合 蛋白 质 被 发 现 与 TGN46 共 定 位 于 高 尔 基 体 , 免疫 荧光 和 免疫 电镜 技术 进一步 证 实 
GFP-GMx33a 与 TGN38 共 定 位 ,从 而 证 明 GFP-GMzx33a 分 布 于 反面 高 尔 基 体 (trans-face 
of the Golgi complex) 。 另 外 ,Bell 等 [06] 结 合 差 速 离心 和 蔗糖 密度 梯度 离心 获得 高 度 富 集 
的 高 尔 基 体 组 分 并 利用 Triton X-114 抽 提 分 离 出 高 尔 基 体 膜 蛋白 组 分 后 ,采用 单 向 SDS- 
PAGE 分 离 。 通 过 延迟 抽 提 基质 辅助 激光 解吸 离子 化 质谱 技术 (delay extraction matrix- 
assisted laser desorption ionization mass spectrometry) 检 测 肽 质量 指纹 图 谱 (peptide mass 
fingerprinting)、 串 联 质谱 技术 产生 肽 序列 标签 (peptide sequence tag) 和 Edman 降解 法 测 
蛋白 质 氨 基 端 序列 等 方法 相 结合 , 共 鉴 定 了 81 种 蛋白 质 ,包括 KDEL 受 体 .p24 家 族 蛋 
白 \ SNARE Rab SAMP 等 高 尔 基 体 居 留 和 转运 功能 蛋白 质 , 并 用 免疫 胶体 金 电镜 技术 验 
证 了 SCAMP 两 个 SNARE 及 GBF1、BAP31 wwP24 等 蛋白 质 在 高 尔 基体 内 及 细胞 各 分 析 
组 分 中 的 分 布 。 其 中 鉴定 了 一 34 000Da 新 蛋白 质 GPP34 并 将 其 分 布 定位 于 高 尔 基 体 。 


四 、 不 同 功能 状态 高 尔 基 体 的 比较 重 日 质 组 学 研究 


已 知 高 尔 基 体 在 细胞 由 基础 分 泌 状 态 转换 到 最 大 分 泌 状 态 时 有 显著 的 形态 学 和 体积 
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上 的 改变 。 例 如 ,乳腺 上 皮 细 胞 在 分 娩 前 后 由 怀孕 末期 基础 分 刻 状 态 到 哺乳 期 最 大 分 这 
状态 时 ,高尔基 体 所 占 细 胞 容积 由 1% 一 3% 增 加 到 5% 一 15% ,高 尔 基 体 中 小 池 总 数 增加 
2 倍 以 上 [7,18]。 这 些 形态 学 上 的 改变 与 合成 酷 蛋 白 (casein)、 乳 糖 (lactose) 及 脂 类 等 的 
酶 活性 增加 有 关 !119]。 为 了 更 全 面 深刻 地 理解 这 些 改变 的 分 子 机 制 , Wu 等 0120] 对 乳腺 
上 皮 细 胞 这 两 种 功能 状态 的 高 尔 基 体 进 行 了 比较 蛋白 质 组 学 研究 。 肉 性 SD 大 鼠 按 怀孕 
期 第 18 天 (P18)( 基 础 分 刻 状 态 )、 哺 乳 期 第 10 天 (L10)( 最 大 分 记 状 态 ) 以 及 是 否 放 线 
( 菌 ) 酮 处 理 分 为 4 组 ,每 组 12 只 ,以 消除 个 体 差 异 ,每 组 大 鼠 腹 股 沟 乳 腺 组 织 剪 碎 后 经 胶 
原 酶 和 透明 质 酸 酶 处 理 释 放出 乳腺 小 体 (acini) ,从 富 集 的 乳腺 小 体 中 分 离 出 高 尔 基 体 , 进 
一 步 经 Triton X-114 抽 提 和 高 碱 性 碳酸 盐 (high pH carbonate) 处 理 技术 分 别 获 得 高 尔 基 
体 膜 蛋白 质 组 分 和 可 溶性 蛋白 质 组 分 。 各 个 组 分 蛋白 质 经 双向 凝 胶 电泳 分 析 后 表明 ,高 
尔 基 体 由 基础 分 记 状 态 转 为 最 大 分 刻 状 态 时 ,全 蛋白质 中 只 有 部 分 蛋白 质 上 调 。 胶 内 酶 
解 后 经 串联 质谱 技术 鉴定 出 30 种 上 调和 蛋白 质 ,其 中 有 6 种 膜 内 蛋白 质 ( 膜 联 蛋白 工 , 正 ， 
TV ,V ,ac-SNAP 和 突 触 结合 蛋白 )6 种 调节 和 蛋白质 (Rabs 2,6,11lb,1le,14,18) ,4 种 微 管 
运动 蛋白 (动力 蛋白 轻 链 和 中 间 链 ,驱动 蛋白 和 肌 球 蛋白 重 链 )、4 种 肌 动 蛋白 调控 蛋白 
(rhoA, rhoGAP,cdc42 和 hsp27)。 膜 联 和 蛋白 和 罕 触 结合 蛋白 调控 钙 依 赖 性 膜 融 合 (fu- 
sion) ,而 SNAP 在 钙 依 赖 性 细胞 外 排 (exocytosis) 中 发 挥 作用 。 高 尔 基体 内 分 泌 小 泡 的 
移动 依赖 于 微 管 结构 ,而 其 融合 、 外 排 活 动 需 要 肌 动 蛋白 的 重 排 。 这 4 类 蛋白 质 的 上 调 与 
观察 到 的 高 尔 基 体 在 最 大 分 泌 状 态 时 分 刻 小 泡 增多 及 融合 、 外 排 活动 增加 相 一 致 。 


坊 “ 恕 结 


近 5 年 来 ,高 尔 基 体 蛋 白质 组 学 研究 已 经 获得 大 鼠 高 尔 基体 及 其 不 同 组 分 的 2-DE 
图 谱 , 质谱 鉴定 出 其 中 百 余 种 蛋白 质 包括 新 蛋白 GPP34`GMx33 等 。 不 同 功能 状态 高 尔 
基体 的 比较 蛋白 质 组 学 研究 揭示 了 部 分 蛋白 质 的 表达 上 调 现象 。 随 着 分 离 纯化 技术 及 和 蛋 
白质 组 学 技术 的 发 展 , 对 不 同 生 物体 及 不 同 生理 、 病 理 状 态 高 尔 基体 的 蛋白 质 组 学 研究 将 
会 进一步 促进 对 高 尔 基体 结构 和 功能 的 理解 。 


第 四 节 “” 核 孔 复 合体 蛋白 质 组 学 研究 进展 


核 孔 复合 体 (nuclear pore complex,NPC) 是 真 核 细 胞 核 质 物质 交换 的 惟一 通道 。 随 着 
对 其 研究 的 不 断 深入 ,已 经 提出 多 种 核 孔 复合 体 结构 模 型 211。 了 解 核 孔 复合 体 所 有 和 蛋 
白质 组 成 ,对 于 认识 核 孔 复合 体 的 结构 与 功能 机 制 有 着 重要 意义 。 


一 、 核 孔 复 合体 的 结构 和 功能 


核 孔 复合 体位 于 内 外 核 膜 彼此 融合 的 区 域 。 随 着 对 其 研究 的 不 断 深 入 ,其 结构 模型 
得 以 不 断 完善 。Rist221 利 用 高 压 透射 电镜 技术 (HVTEM) 和 高 分 辨 低压 扫描 电镜 技术 
(HR-LVSEM) 首 次 揭示 了 核 孔 复合 体 精 细 的 三 维 结构 ,发现 核 孔 复合 体 是 一 个 直径 为 
120nm 的 胞 质 环 (cytoplasmic ring) 和 核 质 环 (nucleoplasmic ring) 所 组 成 的 滴漏 (hour 
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glass) 样 的 结构 。 该 模型 认为 胞 质 环 与 核 质 环 构成 核 孔 的 外 壁 ,分 别 与 内 外 核 膜 相连 。 从 
每 个 环 各 伸 出 8 条 丝 状 物 。 胞 质 一 边 , 丝 状 物 短 而 卷曲 ; 核 质 一 边 , 丝 状 物 细 长 , 伸 人 核 内 
50 一 70nm, 在 丝 状 物 示 端 形成 一 个 直径 60nm 的 由 8 个 颗粒 构成 的 小 环 ,形成 核 篮 (nucle- 
ar basket) 样 结构 ,在 核 孔 复 合体 内 部 还 有 一 个 由 8 个 颗粒 组 成 的 结构 (相当 于 辐 ) 及 一 个 
中 央 颗 粒 ( 相 当 于 栓 )。Akeyl123] 根 据 各 种 电镜 技术 分 析 核 孔 复 合体 二 维和 三 维 结构 信 
息 ,认为 核 孔 复合 体 对 垂直 于 核 膜 的 中 心 轴 呈 八重 对 称 ,而 对 平行 于 核 膜 的 平面 则 是 两 侧 
不 对 称 的 ,这 与 其 功能 不 对 称 性 是 一 致 的 ,推测 核 篮 和 胞 质 丝 状 物 可 能 介 导 运输 物 与 核 孔 
复合 体 之 间 的 相互 作用 。 这 一 结构 模型 特点 几乎 为 各 种 真 核 生 物 所 共有 , 而且 许多 核 孔 
蛋白 (nucleoporins,nups) 在 不 同 物种 间 高 度 保守 [124,125] 。 

在 真 核 细 胞 中 , 核 质 之 间 存 在 着 连续 而 有 选择 性 的 双向 物质 交换 , 核 孔 复合 体 在 功能 
上 可 被 看 作 是 一 种 特殊 的 跨 膜 运输 蛋白 质 复合 体 ,构成 核 质 间 双 向 运输 的 亲 水 性 通道 。 
其 运输 方式 有 两 种 :被动 扩 散 与 主动 运输 。 核 孔 复合 体 作 为 被 动 扩 散 的 亲 水 性 通道 ,其 功 
能 直径 为 9 一 10nm, 有 的 可 达 12.Snm。 它 允许 离子 ,水 溶性 分 子 穿梭 于 核 质 之 间 ,进行 自 
由 扩散 。 通 过 核 孔 复合 体 的 主动 运输 包括 亲 核 蛋白 质 的 核 输 入 以 及 RNA 及 核糖 体 亚 单 
位 的 核 输 出 等 920 。 作 为 核 质 间 运 输 的 惟一 位 点 , 核 孔 复合 体 在 细胞 周期 循环 、 基 因 表 达 
调控 以 及 癌症 发 生 等 方面 都 发 挥 着 重要 作用 [126-~1281 。 

核 质 间 物质 交换 依赖 于 被 运输 物 、 运 输 因 子 (transport factor) 及 核 孔 复合 体 三 者 间 的 
相互 作用 。 核 孔 复合 体 的 丝 状 物 上 即 由 一 系列 含 Phe-Gly 重复 序列 的 核 孔 蛋白 (FG 
nups) 形 成 结合 位 点 ,运输 因子 在 转运 信号 调控 下 携带 被 运输 物 与 这 些 位 点 结合 ,以 能 量 
依赖 的 方式 完成 物质 交换 [129-132]。 近 年 来 已 对 核 孔 复合 体 的 组 成 进行 了 一 系列 研究 ,发 
现 核 孔 复合 体 主 要 由 和 蛋白质 组 成 [25] ,但 所 发 现 的 蛋白 质 在 多 大 程度 上 代表 了 核 孔 复合 
体 的 所 有 和 蛋白质 组 成 ,以 及 核 孔 蛋白 质 如 何 协 作 完 成 物质 转运 功能 ,依然 是 一 个 
谜 032,133]。 对 核 孔 复合 体 的 蛋白 质 组 学 研究 ,将 对 其 结构 和 功能 的 理解 有 着 重要 意义 。 


二 、 酵 母 核 孔 复合 体重 白质 组 学 研究 


Ronut 等 于 2000 年 2 将 通过 不 同 缓冲 液体 系 和 芒 糖 密度 梯度 离心 方法 相 结合 1134] 分 
离 纯化 而 富 集 到 的 酵母 核 孔 复合 体 组 分 蛋白 质 经 羟 磷 灰 石 柱 和 C4 反 相 柱 高 效 液 相 色谱 
分 别 分 离 收集 了 80 和 180 个 组 分 。 所 有 组 分 经 SDS-PAGE 分 离 、 铜 染 后 , 切 下 感 兴趣 的 
条 带 进行 胶 内 胰 酶 酶 解 。 酶 解 肽 段 混 合 物 经 DE-MALDLTOF MS 或 MALDI ion trap 
MS 分 析 、 搜 索 NR 蛋白 质 库 鉴 定 出 174 种 基因 产物 ,其 中 34 个 对 应 于 未 知 ORF。 这 些 
基因 产物 先 根据 数据 库 中 的 信息 粗 分 为 三 类 :已 知 NPC 相关 和 蛋白 质 (nups 和 转运 因子 )、 
已 知 功能 明显 与 核 质 交 换 无 关 的 蛋白 质 以 及 功能 未 知 蛋白 质 。 研 究 者 重点 分 析 了 功能 未 
知 的 和 蛋白质。 首先 通过 表达 融合 蛋白 及 免疫 荧光 技术 验证 了 这 些 蛋 白质 在 核 孔 复合 体 上 
的 定位 情况 ;又 通过 Nupl20p 基因 缺失 实验 将 NPC 与 NE(nuclear envelop) 区 分 开 来 , 排 
除了 NE 和 蛋白质; 最 后 根据 各 种 融合 蛋白 质 在 亚 细 胞 核 组 分 (NE nucleoplasmic 、cytoplas- 
mic fraction) 中 的 分 布 情 况 区 别 了 Nups 与 转运 因子 。 经 过 这 种 严格 分 析 ,最终 确 定 有 40 
种 基因 产物 与 NPC 相关 ,29 种 为 nups, 其 中 Nup60p/Yar002p\、Pom34pZYlr018p、Cdc31p、 
RiplpMNup42p、Nupl92p/Yjl039p `.Gellp 和 Gel2p 为 新 确定 的 nups;11 种 为 转运 因子 。 免 
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疫 荧 光 及 免疫 电镜 定位 信息 表明 , 绝 大 多 数 nups 对 称 分 布 于 胞 质 核 质 两 面 ;两 个 FG nups 
(Nuplp 和 Nup60p) 分 布 在 NPC 的 核 质 面 ;而 另 两 个 FG nups(〈 Nup159p 和 Nup42p) 和 
一 个 非 FG nup(Nup82p) 分 布 在 NPC 的 胞 质 面 。 这 与 丝 状 物 上 存在 的 结合 位 点 吻 
合 [68~71。 利 用 定量 免疫 印迹 技术 进行 的 化 学 计量 学 分 析 表 明 ,NPC 中 各 种 nups 的 丰 度 
可 分 为 3 类 : 单 面 分 布 的 5 种 nups 中 4 种 (Nuplp,Nup60p,Nup42p,Nup159p) 为 低 丰 度 ; 
大 多 数 nups 为 中 等 丰 度 ; 极 少数 nups 为 高 丰 度 。 

”该 研究 所 确定 的 约 29 种 nups 远 低 于 以 前 的 估计 !135]。 这 可 能 与 由 于 对 称 性 分 布 , 许 
多 nups 以 多 拷贝 形式 存在 于 NPC 有 关 ; 另 外 ,从 经 济 角度 而 言 ,NPC 可 能 共享 有 一 些 其 
他 细胞 组 分 的 蛋白 质 。 按 单 拷贝 低 丰 度 nups\ 双 拷贝 中 等 丰 度 nups 以 及 四 拷贝 (或 更 高 ) 
高 丰 度 nups 计算 ,分 离 的 NPC 分 子 质量 约 为 44 x 10"Da。 这 一 分 子 质 量 低 于 液体 动力 学 
方法 所 估计 的 56x 105 一 72 x 105Da, 但 与 STEM 所 预测 的 范围 相符 [24.4361。 根 据 所 鉴定 
的 NPC 相关 和 蛋 白质 的 种 类 和 定位 信息 ,Rout 等 提出 了 酵母 NPC 的 一 种 结构 模型 ,并进 
一 步 对 NPC 的 物质 交换 机 制 进行 了 探讨 ,认为 经 NPC 的 核 质 交换 可 能 由 结合 (docking)、 
交换 (exchange) 捕获 (trapping) 和 释放 (vectorial Release) 等 过 程 完成 [34]。 


二 、 哺 乳 动 物 核 孔 复合 体重 白质 组 学 研究 


Cronshaw 等 于 2002 年 !37 对 哺乳 动物 大 鼠 核 孔 复 合体 NPC 进行 了 蛋白 质 组 学 研 
究 。 大 鼠 肝 细胞 核 经 DNase 和 RNase 消化 以 及 肝 磷 脂 抽 提 除去 染色 质 ;再 经 Triton X- 
100 和 SDS 处 理 除去 核 膜 及 与 核 膜 相关 组 分 。 电 镜 以 及 标志 性 蛋白 质 的 检测 证 明了 所 纯 
化 核 孔 复合 体 (NPC) 的 完整 性 。 最 后 采用 两 性 离子 变性 剂 Empigen BB 选择 性 地 溶解 抽 
提出 包 埋 于 核 纤 层 (lamina) 中 的 NPC 的 nups, 并 进一步 经 C4 反 相 柱 分 离 。 各 个 组 分 经 
SDS-PAGE 分 离 考 染 , 切 下 条 带 酶 解 后 进行 了 MALDI-QqTOF-MS 或 MALDI-ion trap- 
MS7VXMS 分 析 。 通 过 依次 搜索 大 鼠 蛋白 质 库 、 人 和 小 鼠 蛋 白质 库 以 及 EST 数据 库 , 共 鉴 定 
了 94 个 基因 产物 ,根据 文献 以 及 数据 库 中 信息 分 为 23 个 核 孔 蛋白 (nups) 18 个 NPC 相 
关 和 蛋白 质 、42 个 非 NPC 蛋白 质 和 11 个 功能 未 明 蛋 白质 。 免 疫 荧光 共 定 位 实验 证 明 其 中 
6 个 功能 未 明和 蛋白 质 (MP-44 .Secl13L.、FLJ12549、p37、p42 和 ALADIN) 定 位 于 NPC。 蛋 
白质 氨基 酸 序列 分 析 表 明 , MP-44、Secl3L、FLJ12549 分 别 同 已 知 的 酵母 核 孔 蛋白 质 
Nup53p、Sec13p、\Nup85Sp 有 一 定 的 同 源 性 。 一 部 分 已 知 nups 具有 的 FG 重复 序列 是 核 质 
物质 交换 中 转运 因子 的 结合 位 点 0138] ,但 在 p37、.p42 和 ALADIN 中 发 现 它们 都 具有 WD 
重复 序列 。 根 据 各 个 nup 的 相对 丰 度 估计 其 在 每 个 NPC 中 的 拷贝 数 ,并 进一步 预测 出 单 
个 NPC 的 分 子 质量 约 60x 105Da。 

对 哺乳 动物 大 鼠 核 孔 复 合体 蛋白 质 组 学 研究 ,表明 哺乳 动物 的 核 孔 复合 体 也 是 由 约 
30 种 核 孔 蛋白 组 成 ,并 发 现 了 一 类 新 型 的 具有 WD 重复 序列 的 核 孔 蛋白 。 


出 总 乞 
结构 学 比较 表明 , 兰 椎 动物 核 孔 复合 体 较 酵母 的 大 ,分 别 为 145nm x 80nm 和 96nm 


Xx35nml136,139]。 分 子 质量 测定 也 表明 兰 椎 动物 核 孔 复合 体 的 125X 105Da 分 子 质量 远大 
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于 酵母 的 55x 105 一 72x 105Dat21136,1401。 这 也 与 蛋白 质 组 学 研究 所 估计 的 哺乳 动物 60 
x10?Da 的 NPC 较 酵 母 的 44x 10*Da 大 致 吻合 。 但 对 酵母 及 哺乳 动物 核 孔 复合 体 的 蛋 
白质 组 学 研究 表明 ,它们 都 只 由 约 30 种 nups 组 成 ,这 主要 是 与 多 拷贝 高 分 子 质量 的 核 孔 
蛋白 形成 核 孔 复合 体 的 对 称 性 结构 有 关 。 而 且 约 2]3 的 nups 在 二 者 间 是 保守 的 ,这 表明 
哺乳 动物 与 酵母 的 核 孔 复合 体 虽 然 存 在 物种 间 差 异 表现 出 的 大 小 和 组 成 上 的 差异 ,在 结 
构 与 功能 上 仍 有 进化 上 的 保守 人 性。 

对 酵母 和 哺乳 动物 核 孔 复合 体 的 蛋白 质 组 学 研究 分 别 发 现 了 7 种 和 6 种 新 核 孔 蛋白 
质 ,发 现 了 一 类 新 型 的 具有 WD 重复 序列 的 核 孔 蛋白 质 ,并 且 根 据 研 究 结果 对 核 孔 复合 
体 的 分 子 质量 、 分 子 结构 模型 和 核 质 交换 功能 的 机 制 进行 了 深入 探讨 ,其 重要 意义 已 不 言 
而 喻 。Blobel 等 040 则 认为 Rout 等 人 的 工作 不 仅 对 核 孔 复合 体 的 分 子 结构 提供 了 大 量 信 
息 ,研究 方法 可 被 对 其 他 大 分 子 复合 体 的 研究 借鉴 ;而 且 引 发 了 对 和 蛋白质 和 和 蛋白质 相互 作 
用 以 及 分 子 运输 机 制 的 深入 思考 。 


第 五 节 ， 核 仁 蛋 白质 组 学 研究 进展 


核 仁 (nucleolus) 是 真 核 细胞 核 内 _- 动 态 组 织 结构 。 除 核糖 体 亚 基 的 生物 生成 功能 
外 ,已 发 现 还 具有 其 他 多 种 生物 功能 。 核 仁 的 蛋白 质 组 学 研究 将 促进 深入 理解 核 仁 的 细 
胞 周期 性 的 动态 变化 及 具有 多 种 生物 功能 的 机 制 。 


一 、 核 仁 的 结构 与 功能 


核 仁 是 一 亚 细 胞 核 组织 结 构 ,其 存在 部 位 与 一 些 特殊 染色 体 上 存在 的 含有 rRNA 基 
因 的 核 仁 组 织 区 (nucleolar organizer region ,NOR) 密 切 相 关 。 核 仁 是 一 动态 结构 ,在 真 核 
细胞 间 期 核 中 结构 最 明显 ,在 每 个 细胞 周期 中 经 历 解 聚 与 重建 的 过 程 042]。 电 镜 下 观察 
核 仁 的 超 微 结 构 ,可 辨认 出 3 个 特征 性 的 区 域 :纤维 中 心 (fibrillar center,FC)、 致 密 纤 维 组 
分 (dense fibrillar component, DEFC) 和 颗粒 组 分 (granular component,GC)。 一 般 认 为 ， 
rDNA 转录 局 限 在 FC 周边 部 分 ,促使 TRNA 转录 物 集聚 于 DFC 进行 修饰 处 理 , 而 在 GC 
中 组 装 成 核糖 体 亚 单位 4443-146] 。 

核 仁 最 主要 的 功能 是 核糖 体 亚 基 的 生物 生成 ,包含 RNA 的 合成 加工 和 核糖 体 亚 单 
位 的 组 装 等 过 程 。 最 近 研 究 表明 核 仁 还 具有 其 他 功能 44712481 ,如 其 他 核 蛋白 体 ,包括 信 
号 识别 颗粒 (signal recognition particle, SRP)L14?1、 剪 接 体 中 的 小 核 蛋 白 体 0150 和 端 粒 
酶 04541 等 的 生成 或 成 熟 场 所 ; 核 仁 还 参与 一 些 mRNASs 和 t 灵 NAs 的 转录 后 处 理 以 及 核 输 
出 052,153] ;并 且 通 过 扣押 (sequestration) 机 制 调控 一 些 特殊 调节 性 蛋白 质 的 活性 等 9454] 。 

核 仁 中 主要 含 蛋白 质 ,为 核 仁 干 重 的 80% ;RNA 为 核 仁 干 重 10% 左 右 ;DNA 含量 较 
RNA 少 ; 脂 类 含量 极 少 。 细 胞 化 学 研究 发 现 核 仁 中 存在 碱 性 磷酸 梅 、ATP 酶 等 多 种 酶 
系 !1551。 对 核 仁 中 各 种 组 分 特别 是 蛋白 质 组 成 的 了 解 将 促进 对 核 仁 结构 及 多 种 功能 的 


认识 。 
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一 、 核 仁 的 蛋 白 质 组 学 研究 进展 


Andersen 等 人 1459 联合 应 用 超声 波 和 芒 糖 密度 梯度 离心 技术 分 离 纯 化 出 HeLa 细胞 
的 核 仁 。 通 过 光 镜 、 电 镜 检 查 以 及 标志 性 蛋白 质 检测 验证 了 核 仁 的 纯度 和 完整 性 后 , 核 仁 
组 分 蛋白 质 分 别 经 Tris- 甘 氨 酸 、Tris- 乙 酸 盐 1D SDS-PAGE 和 2D SDS-PAGE 获得 最 大 程 
度 分 离 。 凝 胶 上 的 条 带 和 蛋白 质点 切 下 酶 解 后 应 用 MALDI-TOF-MS 或 nanoPFS-MSVZMS 
分 析 。 通 过 逐 级 搜索 人 NR 蛋白 质数 据 库 、EST 数据 库 以 及 人 类 基因 组 测序 草图 , 共 鉴 定 
271 个 基因 产物 ,其 中 30.5% 为 新 基因 产物 、22 % 为 核 苷 酸 或 核酸 结合 蛋白 质 .14% 为 核 
糖 体 蛋 白质 .9% 为 RNA 修饰 酶 或 相关 和 蛋白质.5% 为 含 具有 RNA 依赖 的 ATP 酶 和 螺旋 
酶 活性 的 DEAD box 的 蛋白 质 、.5% 为 分 子 伴 侣 和 蛋白质, 另外 还 有 3.5% 的 翻译 因子 。 选 
择 构建 .表达 18 个 新 基因 产物 的 融合 蛋白 ,经 免疫 荧光 学 检测 验证 ,其 中 15 个 在 核 仁 中 
有 分 布 , 这 表明 所 鉴定 的 基因 产物 绝 大 部 分 在 体内 情况 下 与 核 仁 有 关 。 

为 了 了 解 核 仁 结构 及 蛋白 质 组 成 的 动态 性 ,Andersen 等 人 0156] 采 用 转录 抑制 性 药物 
Actinomycin D 处 理 HeLa 细胞 。 已 有 报道 Actinomycin D 可 影响 细胞 核 的 结构 、 核 蛋白 
质 的 分 布 模式 以 及 核 仁 的 结构 完整 性 057]。 对 处 理 组 和 对 照 组 的 比较 蛋白 质 组 学 研究 鉴 
定 出 11 种 蛋白 质 的 丰 度 在 处 理 组 的 核 仁 中 有 增加 ,分 别 为 含 DEAD box 蛋白 质 (DDX9、 
p72、p68) .hnRNP 蛋白 质 (hnRNPs K,G 和 A2/B1)、RNA 结合 相关 蛋白质 (PSF,PSP2/ 
CoAA,PSP1 和 p54Arb) 和 p80 coilin。 构 建 .表达 了 p72、.p68、\PSP2/CoAA、PSP1 和 p54/ 
nrb 的 YFP 融合 蛋白 质 , 令 人 惊异 地 发 现 所 有 这 些 融 合 蛋 白质 在 对 照 组 HeLa 细胞 中 主 
要 存在 于 核 基质 ,但 经 Actinomycin D 处 理 后 ,都 转移 到 核 仁 中 。 表 明 在 代谢 紊乱 情况 
下 , 核 仁 的 蛋白 质 组 成 有 动态 性 变化 。 

Fox 等 人 0458] 根据 新 鉴定 出 的 核 仁 蛋白 质 PSP1 在 核 仁 中 的 动态 分 布 信息 ,在 各 种 人 
细胞 类 型 中 发 现 了 细胞 核 中 存在 的 新 的 结构 区 域 paraspeckle, 并 证 明 paraspeckle 至 少 有 
PSP1、PSP2 和 p$4Anrb3 种 蛋白 质 组 成 ,而 且 在 转录 抑制 后 ,这 3 种 蛋白 质 都 转移 到 核 仁 
周边 的 帽 状 结构 上 。 


| 结 


Andersen 等 人 对 人 HeLa 细胞 核 仁 的 蛋白 质 组 学 研究 揭示 了 核 仁 具有 出 乎 意料 的 复 
杂 的 蛋白 质 组 成 ,而 且 随 着 代谢 状态 的 不 同 有 动态 变化 。 对 这 项 工作 新 发 现 的 细胞 核 内 
的 结构 区 域 paraspeckle 的 结构 与 功能 的 研究 将 对 分 子 细胞 生物 学 的 发 展 具有 重要 意义 。 
Pederson[159] \Schuldttl60] .Dundrll61 .Ospinal16] 等 均 积 极 评价 了 此 项 工作 。 


第 六 节 线粒体 蛋白 质 组 学 研究 


线粒体 是 真 核 细 胞 内 一 重要 细胞 器 , 除 作为 能 量 生产 场所 外 ,已 发 现 其 参与 多 种 细胞 

的 生理 病理 活动 。Science 于 1999 年 3 月 发 表 了 "Mitochondrial make a comeback "专题 系 

列 论文 ,重申 线粒体 再 度 成 为 当前 生命 科学 和 分 子 医学 中 的 热点 和 前 沿 !0631。 近 年 来 , 蛋 
“过 1S ， 


白质 组 学 技术 已 被 广泛 应 用 于 多 种 生物 线粒体 的 研究 ,并 取得 许多 有 意义 的 成 果 。 我 们 
结合 差 速 离心 与 双向 凝 胶 电泳 技术 初步 获得 大 鼠 肝 组 织 线粒体 蛋白 质 的 双向 凝 胶 电 泳 图 
谱 , 通 过 与 前 人 工作 的 借鉴 比较 ,为 深入 研究 亚 细 胞 蛋白 质 组 学 做 了 一 定 的 准备 。 


一 、 线 粒 体重 昌 质 组 学 研究 进展 


(一 ) 线粒体 的 结构 与 功能 


线粒体 的 外 形 多 种 多 样 ,如 椭圆 形 、 哑 铃 形 、 环 形 、 圆 柱 形 ,与 细胞 类 型 和 所 处 生理 条 
件 有 关 ,最 常见 的 是 呈 线 状 或 颗粒 状 。 线 粒 体 的 大 小 随 细 胞 不 同类 型 而 异 , 一 般 直径 为 
0.5 一 lpm, 长 2 一 3pum。 线 粒 体 的 数目 在 不 同类 型 细胞 中 差异 很 大 ,哺乳 动物 成 熟 的 红 细 
胞 中 没有 线粒体 ,一 般 动 物 细胞 中 平均 有 数 百 个 ,如 大 鼠 肝 细胞 内 的 线粒体 数 为 500 一 
1 400 个 ;但 在 卵 母 细胞 中 可 高 达 300 000 个 。 一 般 地 ,植物 细胞 中 线粒体 含量 比 动物 细 
胞 要 少 ,可 能 与 富 含 叶 绿 体 有 关 。 线 粒 体 的 数目 与 细胞 的 生理 功能 及 需求 密切 相关 ,一般 
而 言 ,需要 能 量 较 多 的 细胞 ,线粒体 数目 也 较 多 。 在 电镜 下 观察 ,线粒体 有 着 相同 的 结构 ， 
它 是 一 个 由 内 外 两 层 单位 膜 构成 的 封闭 的 宫 状 结构 , 主要 由 外 膜 、 内 膜 、. 膜 间隙 和 基质 (或 
称 内 室 ) 组 成 [164] 。 

线粒体 的 化 学 组 成 :'%:. 主要 是 蛋白 质 , 其 次 是 脂 类 ,另外 还 有 许多 辅酶 、 维 生 素 、 金 属 
离子 和 线粒体 DNA、RNA、 核 糖 体 等 。 蛋 白质 含量 占线 粒 体 干 重 的 65% 一 70% ;蛋白质 
在 线粒体 各 组 成 部 分 分 布 有 很 大 差异 。 以 大 鼠 肝 线粒体 为 例 :67% 和 蛋白 质 在 基质 中 ,21% 
在 内 膜 ,6% 在 外 膜 ,6% 在 膜 间 阶 。 线 粒 体 蛋 白质 可 分 为 两 类 :可 溶性 和 不 溶性 。 可 溶 的 
蛋白 质 大 多 数 是 基质 中 的 酶 和 一 定数 量 的 外 周 膜 蛋 白 ;不 溶性 蛋白 一 般 是 构成 膜 的 灸 岩 
蛋白 、 结 构 和 蛋白 和 部 分 酶 蛋白 。 线 粒 体 中 已 被 确认 的 酶 有 上 百 种 ,分 布 在 各 个 结构 组 分 
中 。 如 外 膜 中 含有 合成 线粒体 脂 类 的 酶 类 ,内 膜 中 含有 执行 呼吸 链 氧化 反应 的 酶 系 和 
ATP 合成 酶 系 ; 基 质 中 有 高 浓度 的 多 种 酶 的 混合 物 , 如 参与 三 羧 酸 循环 反应 \ 丙 酮 酸 与 脂 
肪 酸 氧化 的 酶 系 和 蛋白 质 与 核酸 合成 酶 类 等 。Jung 等 :39 利用 PSORT 软件 通过 分 选 信 
号 (sorting signal) 的 检测 将 SWISS-PROT TrEMBL TrEMBL-NEW 和 蛋白质 数据库 中 的 
共 24 846 个 人 类 和 蛋白 质 进 行 了 亚 细 胞 定位 预测 ,发 现 其 中 约 有 3 362 个 线粒体 蛋白 质 。 
说 明 尚 有 许多 未 知 线粒体 蛋白 质 有 待 确认 。 

线粒体 不 仅 维持 细胞 正常 生理 功能 ,在 细胞 凋 亡 和 死亡 中 也 发 挥 重要 作用 。 线 粒 体 
是 细胞 能 量 生成 场所 ,通过 氧化 磷酸 化 为 有 机 体 提 供 90% 的 ATP 能 源 ; 参 与 了 尿素 循 
环 。 它 调节 细胞 内 Ca2* 平衡 ,从 而 参与 细胞 信和 号 传导 016-167]。 线 粒 体 参与 细胞 凋 亡 功 
能 的 发 现 加 深 了 对 细胞 凋 亡 机 制 的 理解 068-1701。 它 还 产生 还 原 性 物质 有 利于 细胞 的 解 
毒 功能 01。 可 见 ,线粒体 在 生物 体 的 生长 ,发育 、 代 谢 、 误 老 疾病 死亡 以 及 生物 进化 等 
方面 都 有 非常 重要 的 意义 。 


二 ) 线粒体 的 分 离 纯化 


线粒体 分 离 的 基本 步骤 是 , 先 制备 组 织 或 细胞 勺 浆 ,然后 进行 差 速 离心 ;如 果 有 必要 ， 
还 可 进行 密度 梯度 离心 而 进一步 纯化 。 组 织 细胞 的 特异 性 及 所 研究 线粒体 的 实验 用 途 决 
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定 了 方法 的 细节 。 这 些 细节 包括 : 匀 浆 器 的 选择 、 缓 冲 液 的 成 分 .许可 混杂 其 他 细胞 器 的 
程度 等 。 通 常用 Ficoll、Percoll \ 碘 化 介质 (OptiPrep,Nycodenz,metrizamide) 和 蔗糖 来 形成 
密度 梯度 进一步 纯化 线粒体 。 

Ficoll 是 最 早 发 展 起 来 的 专门 用 于 细胞 分 级 分 离 的 介质 [172,731。 它 最 常用 于 非 连续 
梯度 ,普遍 用 于 从 脑 部 分 离线 粒 体 和 神经 突 触 体 。 对 于 Percoll( 聚 乙烯 吡咯 烷 酮 包 被 的 硅 
颗粒 ) ,可 使 用 预先 形成 的 不 连续 或 连续 梯度 ,或 在 离心 过 程 中 使 其 自动 形成 梯度 ,线粒体 
可 以 在 这 个 梯度 中 形成 等 密度 带 , 其 他 细胞 器 因 密 度 较 低 而 位 于 离心 管 上 部 。 它 广泛 用 
于 各 种 细胞 器 的 分 离 。 其 整个 梯度 都 是 等 渗 的 ,并 且 能 很 快 地 自动 形成 梯度 。 然 而 作为 
一 种 胶体 悬 液 ,在 使 用 中 存在 着 较 难 清除 的 缺点 。 使 用 Nycodenz 和 metrizamide 时 ,要 预 
先 形成 连续 或 不 连续 梯度 。Nycodenz 能 自动 形成 梯度 并 已 用 于 过 氧化 物 酶 体 的 纯化 ,但 
该 过 程 较 为 缓慢 。OptiPrep(Iodixnol) 是 Nycodenz 的 二 聚 体 , 具 有 短 时 间 ( 约 3h) 内 自动 
形成 梯度 的 优势 。 像 Percoll 一 样 , 其 整个 梯度 都 是 等 渗 的 。 在 OptiPrep 中 分 离线 粒 
体 554] 是 比较 令 人 感 兴 趣 的 ,因为 在 1 000 000g 离心 时 形成 一 个 较 窗 的 梯度 ,过 氧化 物 酶 
体会 在 底部 形成 沉淀 ,而 溶 酶 体 和 其 他 细胞 器 浮 在 梯度 顶端 的 浸 液 部 分 ,线粒体 则 分 布 于 
梯度 的 较 浅 部 分 。 因 为 不 形成 厚 的 细胞 器 带 ,不 会 带 来 被 绰 绕 的 问题 。 移 去 梯度 顶层 后 ， 
收集 留 下 的 包括 线粒体 的 梯度 部 分 并 离心 沉淀 。 若 有 必要 ,还 可 通过 稀释 和 漂洗 线粒体 
或 透析 的 方式 除去 OptiPrep。 非 连续 蔗糖 梯度 是 最 常用 的 介质 ,尽管 线粒体 会 被 离心 时 
产生 的 高 渗透 压 破坏 ,一 些 代谢 功能 也 会 改变 或 丧失 。 因 为 蔗糖 比较 容易 得 到 , 且 较 为 便 
宜 ,得 到 的 线粒体 可 在 许多 实验 中 使 用 。 


三 ) 丝 粒 体 鸭 蛋 上 质 组 学 研究 


对 不 同 生 物体 线粒体 的 蛋白 质 组 学 研究 已 有 许多 报道 。Rabilloud 等 于 1998 年 通过 
双向 凝 胶 电 泳 技术 分 离 人 胎盘 线粒体 蛋白 质 , 并 主要 采用 质量 肽 谱 法 ,结合 N 端 测序 和 
免疫 印迹 法 鉴定 出 50 余 种 人 胎盘 线粒体 蛋白 质 [2]。 

大 鼠 肝 脏 中 富 含 线粒体 。 用 不 同方 法 从 不 同 角度 对 大 鼠 肝 组 织 线粒体 的 蛋白 质 组 学 
研究 也 多 有 报道 。2000 年 Lopezl191 等 使 用 高 通 量 自动 化 设备 结合 微 旋转 亲 和 柱 亲 和 层 
析 技 术 对 差 速 离心 法 获得 的 雄性 Fischer 344 大 鼠 的 肝脏 线粒体 进行 了 蛋白 质 组 学 研究 ， 
数 天 之 内 鉴定 了 百 余 种 线粒体 蛋白 质 ,并 通过 钙 离子 整合 亲 和 、ConA 树脂 亲 和 、 苯 基 琼 

提 糖 树脂 亲 和 技 术 分 别 富 集 了 大 鼠 线粒体 的 钙 结合 蛋白 质 、 糖 蛋白 和 膜 蛋 白 ,获得 了 相应 
的 2-DE 图 谱 。2001 年 Murayamal30 等 人 利用 Nycodenz 密度 梯度 离心 一 步 法 分 离 出 成 
年 Wistar 大 鼠 肝 脏 组 织 的 各 种 细胞 器 ,经 标志 酶 检测 鉴定 后 ,对 各 种 细胞 器 (包括 线 粒 
体 ) 组 分 进行 了 初步 的 2-DE 分 析 。2002 年 Fountoulakists3] 等 人 差 速 离心 法 获得 成 年 雄 
性 Wistar 大 鼠 肝 脏 线粒体 后 ,采用 pH3 一 10 非 线性 ,pH4 一 7 线性 ,pH5.5 一 6.7 线 性 3 种 
IPG 胶 条 对 其 进行 第 一 相 IEF 电泳 分 离 , 继 以 10%SDS-PAGE 进行 第 二 相 分 离 。 对 6 块 
2D 凝 胶 上 的 1 800 个 蛋白 质点 进行 MALDI-MS 鉴定 ,检测 到 192 种 不 同 的 基因 产物 。 
其 中 约 42% 的 蛋白 质点 已 被 亚 细 胞 定 于 线粒体 。 有 8 种 基因 产物 为 首次 检测 且 均 由 一 
个 蛋白 质点 代表 。 

2001 年 Kruft 等 04.5] 为 全 面 考察 植物 线粒体 的 功能 , 对 拟 南 芥 线粒体 进行 了 蛋白 质 
组 学 研究 。 他 们 通过 IEFZTricine SDS-PAGE 双向 凝 胶 电 泳 技术 分 离 拟 南 芥 线粒体 蛋白 
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质 , 银 染 重 复 显 示 出 650 个 不 同 蛋 白质 点 ,并 用 免疫 印迹 直接 蛋白 质 测 序 和 质谱 法 随机 
鉴定 了 52 个 蛋白 质点 ,进行 了 功能 分 类 。 与 此 同时 ,Millarl176] 等 也 发 表 了 对 拟 南 芥 线 粒 
体 蛋 白质 组 学 研究 的 论文 ,双向 凝 胶 电 泳 分 离 染 色 显 示 了 约 100 种 高 丰 度 蛋白 质 和 250 
种 低 丰 度 蛋 白质 ,并 将 线粒体 蛋白 质 样 品 按 膜 关 联 程度 进一步 分 级 ,分 别 得 到 全 部 蛋白 
质 、 可 溶性 蛋白 质 、 膜 蛋白 和 内 在 膜 蛋 白质 的 2D 图 谱 。 实 验 共 定位 了 163 种 蛋白 质 , 其 
中 91 种 通过 搜索 拟 南 芥 基因 组 翻译 数据 库 得 到 鉴定 。 


(四 ) 线粒体 的 三 维 分 离 及 线粒体 亚 组 分 的 蛋白 质 组 学 研究 


以 上 获得 的 线粒体 的 2D 图 谱 大 多 是 溶解 整个 线粒体 帮 至 整个 细胞 所 得 ,这 使 得 2D 
图 谱 含 有 的 点 过 多 ,反而 不 利于 分 析 。 而 且 这 类 图 谱 也 难以 提供 单个 多 蛋白 质 复合 体 的 
蛋白 质 组 成 信息 和 功能 信息 。 

Hanson 等 57] 将 蔗糖 密度 梯度 离心 与 双向 凝 胶 电 泳 技术 结合 ,形成 线粒体 蛋白 质 的 
三 维 分 离 ,其 中 芒 糖 密度 梯度 离心 可 按 大 小 分 离线 粒 体 中 多 蛋白 质 复合 体 。 该 法 在 牛 心 
脏 \MRC 纤维 原 细胞 和 人 脑 组 织 的 线粒体 的 应 用 结果 表明 有 助 于 解决 等 电 聚 焦 过 程 中 和 蛋 
白质 的 分 辩 问 题 以 及 玻 水 蛋白 质 的 溶解 问题 等 ,并 可 提供 线粒体 内 多 蛋白 质 复 合体 的 结 
构 功 能 信息 。 

2002 年 WerhahnL178] 等 也 发 展 了 一 种 3D 电泳 ,首先 用 Blue-native PAGE 分 离线 粒 体 
多 蛋白 质 复合 体 , 再 电 洗 脱 至 完全 解 离 考 马 斯 亮 蓝 染料 ,沉淀 后 继 以 正 F/SDS-PAGE 分 
离 多 蛋白 质 复合 体 , 形 成 Blue-native/IEF/SDS-PAGE 三 维 电泳 。 利 用 该 法 分 离 了 拟 南 芥 
线粒体 的 ATP 合成 酶 复合 物 .细胞 色素 C 还 原 酶 复合 物 和 外 膜 移 位 酶 (TOM) 复 合 物 ,并 
将 获得 的 各 复合 物 的 蛋白 质 组 图 谱 与 线粒体 整体 蛋白 质 组 图 谱 进行 了 比较 。 三 维 分 离 技 
术 对 线粒体 组 分 再 次 细 分 ,进一步 富 集 了 低 丰 度 蛋 白质 ,提高 了 和 蛋白质 组 图 谱 的 分 辩 率 ; 
并 使 分 离 鉴 定 线粒体 中 多 蛋白 质 复合 体 的 蛋白 质 组 成 成 为 可 能 ,促进 了 对 所 有 线粒体 蛋 
白质 组 成 及 其 功能 的 研究 。 

除 三 维 分 离 技术 外 ,不 少 学 者 也 通过 其 他 各 种 方法 对 线粒体 的 多 和 蛋白质 复合 体 亚 组 
分 进行 了 蛋白 质 组 学 研究 。 线 粒 体 外 膜 移 位 酶 (TOM) 复 合 物 是 一 种 介 导 核 编 码 的 线 粒 
体 蛋 白质 穿越 线粒体 外 膜 的 移 位 酶 ,对 其 亚 基 组 成 的 鉴定 将 有 助 于 了 解 线粒体 内 外 蛋白 
质 的 转运 机 制 。Jansch 等 L5791] 和 Werhahn 等 [1801 以 Blue native PAGEZTricine-SDS-PAGE 
分 别 分 离 了 马铃薯 和 拟 南 芥 TOM 复合 物 ,前 者 分 离 得 到 70X103、.36X103、23X103、9 
103.8x103 7x103、.6Xx103Da 7 种 不 同 亚 基 ,后 者 得 到 34Xx10?、.23 xx10?、21x103、8x 
105.7x103.6Xx103?Da 6 种 不 同 亚 基 。 通 过 免疫 印迹 和 直接 蛋白 质 测 序 鉴 定 了 其 中 某 些 
蛋白 质 , 并 与 酵母 TOM 复合 物 亚 基 蛋 白质 进行 了 同 源 性 比较 ,提出 了 这 些 蛋 白质 可 能 的 
功能 。 

核糖 体 是 合成 蛋白 质 的 细胞 器 ,由 大 小 两 个 亚 基 组 成 。 真 核 细 胞 线粒体 核糖 体 的 沉 
降 系数 常 较 同一 生物 体 的 细胞 质 核糖 体 (80S) 低 而 近似 于 原核 细胞 的 核糖 体 (70S)。 哺 
乳 动 物 线粒体 核糖 体 更 低 至 $5$St181,182] ,由 39S 大 亚 基 和 28S 小 亚 基 组 成 ,与 细菌 核糖 体 
有 相似 的 分 子 质 量 (2.8 x 105Da)0183] 。 对 线粒体 核糖 体 结 构 功能 的 研究 对 理解 线粒体 的 
生物 合成 功能 以 及 线粒体 基因 组 的 系统 发 生起 源 具 有 重要 意义 。 蛋 白质 组 学 技术 方法 为 
线粒体 核糖 体 的 结构 功能 研究 提供 了 强 有 力 的 工具 。1995 年 Cahill30J 等 人 通过 双向 族 
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胶 电 泳 技术 分 离 到 86 种 与 雄性 SD 大 鼠 肝 线粒体 核糖 体 相 关 蛋 白质、70 种 与 细胞 质 核糖 
体 相 关 蛋 白质, 并 通过 2DE 图 谱 比较 发 现 细胞 质 核 糖 体 蛋白 质 较 线粒体 核糖 体 蛋白 质 偏 
碱 性 。 近 两 年 来 ,Koc 等 14841851 利用 双向 凝 胶 电泳 技术 分 离 牛 线粒体 核糖 体 28S 小 亚 基 
蛋白 质 , 选 取 某 些 蛋 白质 点 胶 内 胰 酶 消化 后 ,采用 液 相 色谱 电 喷 雾 串联 质谱 (LC-ESI-MS/7 
MS) 分 离 肽 段 测定 肽 序列 ,经 搜索 EST 数据 库 共 鉴定 了 10 种 新 的 不 同类 型 的 核糖 体 小 
亚 基 和 蛋白质 ,使 被 鉴定 的 核糖 体 小 亚 基 蛋白 质 由 $ 种 增 至 15 种 。 经 同 源 性 比较 ,其 中 
MRP-S5,9,10,14 与 原核 生物 的 核糖 体 蛋白 质 有 明显 的 序列 相似 性 。 并 发 现 MRP-S25 
为 低 等 和 高 等 真 核 生 物 线粒体 共有 而 在 原核 生物 中 却 未 发 现 的 一 种 核糖 体 蛋 白质 。 
Suzuki 等 Q86 以 无 自由 基 的 高 还 原 性 (radical-free high-reducing,RFHR ) 双 向 凝 胶 电 泳 
(2D-PAGE) 分 离 牛 线粒体 核糖 体 28S 小 亚 基 蛋 白质 ,经 LC-ESI-MSVMS 进行 分 析 , 通 过 
搜索 ESI 数据 库 鉴 定 了 含 11 种 新 蛋白 质 在 内 的 21 种 小 亚 基 和 蛋白质, 其 中 包括 S12 蛋白 
(一 种 关键 调节 蛋白质 ) 的 一 种 线粒体 同 源 物 。 此 外 ,还 发 现 凋 亡 相关 和 蛋白质 DAP3 是 核 
糖 体 小 亚 基 的 一 种 成 分 ,表明 线粒体 核糖 体 在 程序 性 死亡 中 具有 新 的 作用 。Suzuki 
等 01871 还 利用 同样 的 方法 分 离 鉴 定 了 31 种 牛 线粒体 核糖 体 大 亚 基 蛋 白质 ,其 中 15 种 
为 新 蛋白 质 。 并 表明 线粒体 核糖 体 大 亚 基 中 增 大 的 蛋白 质 对 rRNA 缺失 具有 结构 补偿 作 
用 。 


五 ) 红 粒 体 的 和 蛋 昌 质 组 学 差异 图 谱 分 析 


线粒体 作为 真 核 细 胞 内 一 重要 细胞 器 ,在 许多 病理 状态 下 或 药物 、 毒 物 作 用 下 , 常 有 
结构 或 功能 上 的 变化 或 损伤 。 采 用 蛋白 质 组 学 方法 对 线粒体 在 不 同 状 态 下 的 蛋白 质 组 图 
谱 进 行 差 异 显 示 分 析 研 究 ,可 促进 对 发 病 机 制 及 药理 、 毒 理 作 用 的 理解 。 

线粒体 功能 紊乱 与 阿尔 欧 海 默 病 (Alzheimer ' s diseases,AD) 及 唐 氏 综合 征 (Down 
syndrome,DS) 相 关 。Kim 等 1488] 用 蛋白 质 组 学 方法 对 AD 病 和 DS 病 成 年 病人 脑 区 线 粒 
体 的 蛋白 质 的 差异 表达 情况 进行 了 研究 ,发 现 CoQ :细胞 色素 c 氧化 还 原 酶 (复合 物 亚 ) 核 
心 蛋 白 1 在 AD 病人 的 脑 杜 叶 中 明显 下 降 , 而 ATP 合成 酶 (复合 物 V )B 链 在 DS 病人 的 
脑 额 叶 中 明显 下 降 。 这 些 线粒体 呼吸 酶 的 减少 可 能 导致 在 AD 病 中 观察 到 的 能 量 代 谢 损 
伤 ,也 可 能 导致 DS 和 AD 病人 脑 中 活性 氧 (ROS) 的 生成 和 神经 细胞 凋 亡 。Kim 等 0189] 又 
利用 和 蛋白质 组 学 技术 定量 考察 了 DS 病 胎 儿 大 脑 皮 层 线粒体 电子 传递 链 酶 蛋白 质 水 平 的 
变化 ,发 现 NADH:CoQ 氧化 还 原 酶 (复合 物 工 ) 的 30 x 10?Da 亚 基 在 蛋白 质 水 平 显 著 下 
降 ,推测 可 能 是 这 种 下 降 导 致 细胞 的 能 量 和 自由 基 代 谢 受 损 , 继 而 影响 DS 胎儿 的 脑 发 
育 : 

栈 氨 酚 (acetaminophen,APAP) 为 临床 常用 的 解 热 镇 痛 药 ,但 APAP 过 量 使 用 可 产生 
不 同 程度 的 肝 损 伤 。 为 探 明 其 毒性 机 制 ,Tonge 等 090] 用 荧光 双向 差异 凝 胶 电泳 (2D- 
DIGE) 技 术 比 较 了 毒性 剂量 、. 亚 毒性 剂量 APAP 处 理 后 的 小 鼠 与 正常 小 鼠 的 肝 线 粒 体 蛋 
白质 组 图 谱 , 发 现 73 种 蛋白 质 的 丰 度 有 明显 变化 。 质 谱 鉴 定 了 其 中 43 种 蛋白 质 , 发现 
75Xx10?Da GRP、Hsp10、Hsp60 和 过 氧化 氢 酶 等 的 变化 有 剂量 和 时 间 依 赖 性 。Ruepp 
等 0 进一步 研究 发 现 大 多 数 线粒体 蛋白 质变 化 出 现在 注射 APAP 后 1Smin, 这 要 先 于 大 
多 数 的 基因 表达 调控 过 程 , 表 明 APAP 的 毒性 可 能 并 非 基 因 表 达 调 控 的 结果 ,其 中 Hsp10 
和 Hsp60 均 很 快 减 半 ,推测 很 可 能 是 泄露 到 胞 质 中 。 
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红 藻 氨 酸 (kainic acid,KA) 是 一 种 强 效 的 神经 毒素 和 刺激 性 氨基 酸 , 可 导致 脑 蛋白 质 
的 混乱 。Krapfenbauer 等 52 用 蛋白质 组 学 方法 系统 地 研究 了 KA 对 雄性 SPD 大 鼠 脑 蛋 
白质 表达 水 平 的 影响 ,发现 KA 处 理 后 线粒体 中 最 明显 的 变化 是 微 管 蛋白 u-l 链 部 分 片 
段 蛋白 质点 的 出 现 ,; 而 在 未 处 理 脑 线粒体 中 该 蛋白 质 仅 以 低 水 平 存 在 。 另 外 ,KA 处 理 
后 ,NEF-L 和 蛋白 (neurofilament triplet L-protein ) 和 ou-internexin 等 蛋白 质 明 显 降低 ,葡萄 糖 
调节 蛋白 GRP78 也 有 所 下 调 。 二 氢 硫 辛 酰胺 脱氧 酶 .ATP 合成 酶 B 链 和 异 柠檬 酸 脱氧 
酶 的 表达 下 降 而 丙酮 酸 激酶 上 调 表明 可 能 是 线粒体 受 损 所 致 。 


SA 


总 之 , 随 着 对 线粒体 各 种 功能 以 及 与 人 类 疾病 关系 的 深入 研究 ,线粒体 再 度 成 为 生命 
科学 和 分 子 医学 中 的 研究 热点 。 近 几 年 来 ,蛋白 质 组 学 在 线粒体 研究 中 的 应 用 已 取得 重 
大 成 果 , 如 构建 了 人 \ 大 鼠 、 拟 南 芥 的 线粒体 蛋白 质 组 图 谱 ,建立 了 线粒体 蛋白 质 组 数据 库 
MITOP(Chttp: /Awww-. mips。 biochem. mpg. de/projMmedgenZmitop7/) 和 拟 南 芥 线粒体 蛋白 
质 组 数据 库 (http: /AMAwww. gartenbau. uni-hannover. de/genetik/AMPP)073] ,并 对 TOM[ 复 
合 物 线粒体 核糖 体 等 线粒体 亚 组 分 进行 了 有 蛋白质 组 学 分 析 。 对 线粒体 在 不 同 病 理 、 药 物 
作用 状态 下 的 和 蛋白质 组 图 谱 进行 差异 显示 分 析 研 究 ,促进 了 对 发 病 机 制 及 药理 、 毒 理 作 用 
的 理解 。 不 断 发 展 的 蛋白 质 组 学 技术 在 线粒体 研究 上 的 应 用 必 将 促进 对 线粒体 的 结构 功 
能 的 深入 理解 。 

大 鼠 肝 脏 已 成 为 一 普遍 的 生物 研究 组 织 材 料 来 源 。 大 鼠 肝 脏 中 富 含 线粒体 。 对 大 鼠 
线粒体 的 分 离 技 术 已 经 成 熟 09,83.193] ,不 同方 法 从 不 同 角 度 对 大 鼠 肝 组 织 线粒体 的 蛋白 
质 组 学 研究 也 多 有 报道 [19,31,83] 。 


机 su 
(一 ) 动物 来 源 


180g 雄性 SD 大 鼠 工 只, 购 自 复旦 医学 院 实验 动物 部 。 
《一 ) 试剂 和 咨 剂 


@ 四 所 有 缓冲 液 均 用 经 过 Millipore (Bedford,MA,USA) 系 统 处 理 过 的 水 配制 。 
GO 甘露 醇 (mannitol) , 购 自 Amresco(Solon,Ohio,USA) 公 司 。 
@) 莽 糖 (sucrose) , 购 自 Bio Rad(Richmond,CA,USA) 公 司 。 
由 乙 二 胺 四 乙酸 二 钾 盐 (EDTA) , 购 自 Amresco(Solon,Ohio,USA) 公 司 。 
@Z 二 醇 双 (2- 氮 基 乙 基 ) 醚 -N,N,N ,N- 四 乙酸 (EGTA) , 购 自 Amresco(Solon,O- 
hio,USA) 公 司 。 
@@ 共 甲 基 磺 酰 氟 (PMSF), 购 自 Amresco(Solon,Ohio,USA) 公 司 。 
ON:-2- 羟 乙 基 哌 嗪 -N-3- 两 磺 酸 (HEPES) , 购 自 Amresco(Solon,Ohio,USA) 公 司 。 
@ 牛 血清 自 蛋 白 (bovine serum albunmiin) , 购 自 Sigma (St， Louis,MO,USA) 公 司 。 
尿素 (urea) , 购 自 Bio Rad(Richmond,CA,USA) 公 司 。 
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(0imethylammonio-1-propanesulfonate(CHAPS ) , 购 自 Bio Rad 公司 。 

@@ 硫 苏 糖 醇 (DTT) , 购 自 Bio Rad(Richmond,CA,USA) 公 司 。 

四 代 乙 酰胺 (IAA) , 购 自 Bio Rad(Richmond,CA,USA) 公 司 。 

电 N,N,N ,N- 四 甲 基 乙 二 胺 , 购 自 Bio Rad(Richmond,CA,USA) 公 司 。 

@ 甘 油 (glycerol) , 购 自 Bio Rad(Richmond,CA,USA) 公 司 。 

曲 十 二 烷 基 硫酸 钠 (SDS) , 购 自 Bio Rad(Richmond,CA,USA) 公 司 。 

曲 三 ( 羟 甲 基 ) 氮 基 甲 烷 (Tris) , 购 自 Bio Rad(Richmond,CA,USAJ 公 司 。 

四 硫 代 硫 酸 钠 (sodium thiosulfate) , 购 自 Amresco(Solon,Ohio,USA) 公 司 。 

昌 乙 酸 钠 (sodium acetate) , 购 自 Amresco(Solon,Ohio,USA) 公 司 。 

曲 碳 酸 钠 (sodium carbonate) , 购 自 Amresco(Solon ,Ohio,USA) 公 司 。 

印 甲 醛 (formaldehyde) , 购 自 Sigma (St Louis,MO,USA) 公 司 。 

@Imnmobiline Drystrip pH3 一 10NL 13cm pH4 一 713cm, 购 目 Amersham Pharmacia 
Biotech (Uppsala,Sweden) 公 司 。 

@ 两 性 电解 质 Pharmalyte pH3 一 10NL 和 pH4 一 7L, 购 自 Amersham Pharmacia 
Biotech (Uppsala,Sweden) 公 司 。 


了 
肝 组 织 匀 浆 在 电机 制 动 的 Teflon 匀 浆 器 上 进行 , 差 速 离心 使 用 Beckman(Fullerton， 
CA,USA)CS-ISR 离心 机 。 超 声 使 用 宁波 新 芝 科 器 研究 所 JY92 超声 波 细胞 粉碎 机 。 双 
向 凝 胶 电 泳 第 一 相等 电 聚 焦 在 IPGphorIM Isoelectric Focusing System(Amersham Pharma- 


cia Biotech , Uppsala,Sweden ) 上 进行 ,第 二 相 SDS-PAGE 在 Hoeffer Electrophoresis Unit 
SE600(Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,Sweden) 上 进行 。 


ss 本 卫 


1. 差 速 离心 法 制备 大 鼠 肝 组 织 线粒体 


取 180g 雄性 SD 大 鼠 1 只 ( 购 自 复 旦 医学 院 实验 动物 部 ) , 断 头 法 处 死 后 ,迅速 解剖 
取出 肝脏 ,将 约 1 g 肝 组 织 放 入 10ml 冰 浴 过 的 等 渗 溶 液 Buffer A(250mmolL 甘 赴 醇 ,， 
7S$mmolL 薛 糖 , 0.1mmolL EDTA, 0.SmmolL EGTA,， lmmolL PMSF,，10mmolALL 
HEPES,pH7.4) 中 ,用 电机 制 动 的 Teflon 匀 浆 器 上 下 5 一 8 次 进行 匀 浆 。 匀 浆液 1 000g 
10min 离心 两 次 ,去 除 细胞 膜 及 细胞 核 成 分 ,移出 上 清 进一步 10 000g 离心 1Smin。 沉 省 
便 是 肝 组 织 线粒体 成 分 ,用 10ml Buffer B(Buffer A 加 0.5% 牛 血清 白 蛋 白 ) 洗 两 次 ,加 
lml 裂解 液 (8molLL 尿素 ,4% CHAPS,65SmmolML DTT,40mmolLL Tris) 裂 解 后 ,100 W4 
x15 S 超声 。4C 25 000g 离心 1h(Beckman 仪器 ,F2402 转 头 ,15 000 rmin lh), 取 上 
清 。 采 用 Bradford 法 定量 蛋白 质 浓 度 ,浓度 为 7.20g/ 岂 ,总 计 7 一 8 mg 和 蛋白质 。 根 据 上 样 
量 分 装 后 -80Y 保存 。 而 上 清 部 分 再 经 100 000s 离心 th, 沉 淀 富 集 微 体 组 分 蛋白 质 ,再 
用 lml 裂解 液 裂解 ,处 理 过 程 同 线粒体 成 分 , 测 得 浓度 为 13.4pg/ 则 ,总 计 为 13 一 14 mg 和 蛋 
白质 。 

43， 


2. 大 鼠 肝 组 织 线粒体 蛋白 质 样品 的 2-DE 分 析 


200 一 400wg 蛋白 质 样 品 和 重 泡 涨 液 (8molL 尿素 ,2% CHAPS, 18mmolML DTT， 
0.5%pH3 一 10 两 性 电解 质 , 痕 量 溴 酚 蓝 ) 充 分 混合 ,总 体积 为 2530 内 ,采用 pH3 一 10 NL 
或 pH4 一 7 胶 条 进行 第 一 向 等 电 聚 焦 。 在 IPGphorIM Isoelectric Focusing System(Amer- 
sham Pharmacia Biotech) 上 , 重 泡 涨 30V 12h,5$00V 1h,1 000V 1lh,8 000V 8 一 10h。 整 个 
过 程 在 207 进行 ,电流 上 限 为 70wA。 经 湾 于 平衡 缓冲 液 (530mmolML Tris-HCL pH6 .8， 
6mol 寻 尿素 ,30% 甘油 ,2% SDS, 痕 量 溴 酚 蓝 ) 中 的 0.8% DTT,2% IAA 分 别 平衡 
15min 后 ,第 一 向 胶 条 转移 至 预先 制 好 的 浓度 为 12.5% 或 10% 的 SDS 聚 两 烽 酰胺 凝 胶 上 
进行 第 二 向 SDS-PAGE ,10 mA/ 胶 走 20min, 然 后 20mA/ 胶 走 至 溴 酚 蓝 离 胶 下 沿 0.S$cm， 
全 程 约 Sh 30min。 


3. 银 染 方案 


外 胶 后 经 40% 乙醇 10% 乙酸 固定 后 ,进行 银 染 , 银 染 方案 为 Yan 等 人 494 改进 的 
适用 于 直接 取 点 做 质谱 鉴定 的 染色 方案 ,将 SDSPAGE 胶 Milli-Q 水 漂洗 Smin, 在 含 
40% 甲 醇和 10% 乙 酸 的 固定 液 中 国定 1Smin, 共 2 次 ,在 含 S% 硫 代 硫 酸 钠 、.68g4L 乙酸 
钠 .30% 甲醇 中 增 感 作用 30min ,水洗 Smin 3 次 。0.25% 硝酸 银 作 用 20min, 水 洗 lmin 2 
次 。 用 2$g4 碳酸 钠 .0.4ml/[L37% 甲醛 显影 Smin 左右 至 背景 出 现 ,14.6g/L EDTA 停 
显 10min, 水 洗 Smin, 共 3 次 。 该 方案 灵敏 度 降低 ,但 比 考 马 斯 亮 蓝 染 色 仍 灵敏 得 多 。 


呈 志 薄 中 三 厅 


1. 大 鼠 肝 组 织 线粒体 蛋白 质 的 2-DE 图 谱 


由 2-DE 图 谱 可 见 ,在 pH3 一 10 和 pH4~7 范围 的 两 块 胶 上 都 分 离 到 很 多 的 蛋白 质 
点 ,经 Bio-Rad PDQuest 软件 分 析 , 较 明 显 的 蛋白 质点 有 2 000 一 2 500 个 ;线粒体 蛋白 质 
在 碱 性 端 有 富 集 现象 。 与 Fountoulakis 等 人 [3] 获 得 的 大 鼠 线粒体 的 2-DE 图 谱 相 比 , 有 
着 极 相似 的 pattern, 但 较 考 马 斯 亮 蓝 染色 及 银 染 灵敏 得 多 , 梁 出 更 多 的 蛋白 质点 。 


2. 大 鼠 肝 组 织 线粒体 蛋白 质 与 微 体 蛋 白质 的 2-DE 图 谱 比较 


通过 差 速 离心 分 离 得 到 的 线粒体 与 微 体 组 分 蛋白 质 的 2-DE 图 谱 有 着 相 异 的 pat- 
tern, 达 到 了 分 级 分 离 以 富 集 、 检 测 更 多 蛋白 质 的 目的 。 但 不 同 组 分 的 纯度 很 难保 证 , 拟 
用 Nycodenz 将 差 速 离心 获得 组 分 进一步 用 密度 梯度 离心 法 纯化 后 进行 蛋白 质 组 学 分 析 。 


第 七 节 ， 展 户 


刚刚 发 展 起 来 的 亚 细 胞 蛋白 质 组 学 研究 尽管 已 经 取得 了 令 人 瞩目 的 成 果 , 如 不 同 亚 
细胞 结构 的 蛋白 质 组 成 、 新 蛋白 质 的 发 现 甚 至 新 亚 细 胞 结构 区 域 的 发 现 等 ,从 而 深入 促进 
了 对 亚 细 胞 结构 与 功能 的 理解 ;仍然 具有 广阔 的 发 展 前 景 。 
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0 区 区 。 
400hg IEF: pPH3~10NL  SDS-PAGE 12.5% 200hg IEF: pH4~7  SDS-PAGE 10% 
图 19.1 大 鼠 肝 组 织 线粒体 蛋白 质 双向 疑 胶 电 泳 银 染 图 谱 


左 : 上 样 量 400wg ,第 一 向 等 电 聚焦 (IEF)pH3 一 10, 第 二 向 SDS 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 胶 浓 度 12.5% ; 
右 : 上 样 量 200wg, 第 一 向 等 电 聚 焦 (IEF)pH4 一 7, 第 二 向 SDS 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 胶 浓 度 10% 





线粒体 蛋白 质 


图 19.2 ”大 鼠 肝 组 织 线粒体 和 微 体 蛋白 质 双 向 凝 胶 电 泳 银 染 图 谱 比 较 
上 样 量 200w, 第 一 向 等 电 聚 焦 (IEF)pH4 一 7, 第 二 向 SDS 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 胶 浓 度 10% 。 
左 :线粒体 蛋白 质 ; 右 : 微 体 蛋白 质 


作为 亚 细 胞 蛋白 质 组 学 研究 中 两 大 核心 技术 , 亚 细 胞 组 分 分 离 技术 和 有 蛋 白 质 组 学 技 
术 , 其 发 展 日 新 月 异 。 除 了 传统 的 差 速 离心 与 密度 梯度 离心 技术 外 ,其 他 如 目 由 流 电 访 技 
术 以 及 一 些 分 子 细胞 生物 学 中 的 实验 技术 业已 应 用 于 亚 细 胞 组 分 的 分 离 。 分 离 到 的 亚 细 
胞 组 分 甚至 亚 亚 细 胞 组 分 的 种 类 与 纯度 都 在 日 益 增 加 。 高 效 液 相 色 谱 (HPLC) 或 多 维 色 
谱 技 术 分 离 蛋白 质 或 肽 段 混合 物 与 串联 质谱 技术 的 联 用 极 大 促进 了 有 蛋白 质 组 学 尤其 是 亚 
细胞 蛋白 质 组 学 研究 的 发 展 , 可 以 使 多 蛋白 质 复合 体 性 质 的 亚 细 胞 组 分 中 不 同 特性 的 蛋 
白质 得 到 很 好 鉴定 。 不 同 物种 基因 组 数据 库 以 及 和 蛋白 质数 据 库 的 不 断 完 善 将 会 鉴定 出 更 
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多 的 亚 细 胞 组 分 中 的 蛋白 质 , 发现 更 多 的 新 蛋白 质 。 


和 蛋白质 组 学 中 定量 技术 的 发 展 将 会 促进 蛋白 质 在 不 同 亚 细 胞 组 分 中 差异 分 布 的 研究 。 


亚 细 胞 蛋白 质 组 学 研究 与 翻译 后 修饰 蛋白 质 组 学 研究 的 结合 将 会 促进 对 亚 细 胞 组 分 中 和 蛋白 
质 翻 译 后 修饰 情况 的 了 解 ,如 亚 细 胞 组 分 中 糖 基 化 、 磷 酸化 蛋白 质 的 研究 。 不 同 物种 间 亚 细 
胞 蛋白 质 组 学 的 比较 分 析 , 将 有 助 于 对 物种 进化 的 研究 ;而 生理 与 病理 情况 下 的 亚 细 胞 蛋白 
质 组 学 差异 比较 分 析 ,将 对 疾病 的 病理 机 制 乃 至 疾病 的 诊断 治疗 等 都 具有 重要 意义 。 


总 之 ,不 断 发 展 的 亚 细 胞 蛋白 质 组 学 的 研究 与 细胞 生物 学 、 分 子 生 物 学 相 结合 ,将 会 


深入 促进 生命 科学 的 发 展 。 
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第 二 十 章 和 蛋 日 质 组 研究 中 的 非 凝 胶 技 术 
第 一 节 e…e 概 own 况 


在 蛋白 质 组 学 的 研究 技术 中 ,双向 凝 胶 电 泳 (2D-PAGE) 由 于 具有 无 可 比拟 的 高 分 辩 
率 而 始终 占据 着 重要 的 地 位 。 然 而 这 种 技术 本 身 也 存在 一 些 难以 克服 的 缺陷 ,如 在 双向 
凝 胶 电 泳 图 谱 上 ,并 非 每 个 蛋白 质点 所 包含 的 蛋白 质量 都 足以 用 于 鉴定 蛋白 质 ;操作 费时 
费力 ,难以 实现 和 质谱 的 直接 联 用 ,不 易 自 动 化 ;存在 偏向 性 问题 ,如 对 极 大 蛋白 质 ( 相 对 
分 子 质量 >200 000 ) 极 小 蛋白 质 (相对 分 子 质 量 <8 000 )、 低 丰 度 蛋白 质 ( 如 信和 号 蛋白 
和 转录 因子 )、 极 碱 性 蛋白 质 和 玻 水 性 蛋白 质 ( 膜 结合 蛋白 质 和 跨 膜 蛋白 质 ) ,还 难以 进行 
分 离 分 析 。 这 些 缺 陷 都 在 一 定 程 度 限 制 了 双向 凝 胶 电泳 的 应 用 。 因 此 ,发展 新 型 高 分 辩 
率 \ 高 通 量 高 峰 容 量 的 分 离 分 析 方 法 已 经 成 为 加 速 蛋白 质 组 学 研究 的 关键 。 

近年 来 ,分 离 科 学 发 展 出 了 一 些 新 型 的 分 离 模 式 , 使 高 效 液 相 色谱 毛细 管 电 泳 和 毛 
细 管 电 色 谱 等 技术 在 蛋白 质 组 学 研究 中 焕发 出 了 新 的 活力 。 这 些 新 技术 ,有 的 是 不 以 凝 
胶 为 分 离 介质 的 ,我 们 暂且 将 其 归 为 蛋白 质 组 学 研究 中 的 非 凝 胶 技术 。 这 些 非 凝 胶 分 离 
技术 所 表现 出 的 高 效 、 快 速 、 自 动 化 程度 高 高 灵敏 度 、 低 检测 限 等 优点 已 经 极 大 并 有 可 能 
进一步 推动 蛋白 质 组 学 的 相关 研究 。 

对 于 采用 传统 双向 凝 胶 电泳 技术 进行 蛋白 质 组 学 的 研究 步骤 ,本 书 第 十 三 章 到 十 七 
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章 已 进行 了 较为 详细 的 介绍 和 探讨 ; 而 采用 非 凝 胶 分 离 技术 进行 蛋白 质 组 学 研究 ,其 基本 
步骤 又 有 何不 同 呢 ? 两 者 之 间 的 对 比如 图 20.1 所 示 。 

可 以 看 出 , 非 凝 胶 分 离 技 术 的 介入 大 大 简化 了 和 蛋白 质 组 学 的 研究 步骤 。 在 此 将 根据 
非 凝 胶 技术 所 基于 的 分 离 模式 ,分 别 从 非 凝 胶 色 谱 非 凝 胶 电泳 ( 液 相 等 电 聚 焦 和 毛细 管 
电泳 ) 几 方面 对 非 凝 胶 分 离 技术 在 蛋白 质 组 学 中 的 应 用 作 一 阐述 ,最 后 对 新 兴 的 微分 离 技 
术 一 一 毛细 管 电 色谱 进行 简要 介绍 。 


第 二 节 非 凝 胶 色 谱 技 术 
一 、 一 维 色 谱 及 其 与 质谱 联 用 技术 


如 前 所 述 ,高 效 液 相 色 谱 经 过 几 十 年 的 发 展 ,已 经 派生 出 多 种 分 离 模式 。 但 由 于 在 和 蛋 
白质 组 学 的 研究 当中 ,最 常用 的 质谱 离子 源 是 电 喷 雾 离子 源 (ESIT) 和 基质 辅助 激光 解吸 
离子 源 (MALDI) ,这 两 种 离子 源 都 要 求 整 个 质谱 系统 中 最 好 不 被 引入 过 高 浓度 的 盐 。 所 
以 ,在 将 一 维 色谱 和 质谱 联 用 时 ,一 般 是 将 体系 中 没有 盐 存在 的 反 相 高 效 液 相 色谱 (RP- 
HPLC) 和 质谱 系统 联 用 ,从 而 达到 最 终 的 分 离 鉴定 目的 。 

比较 方便 而 简单 的 联 用 技术 是 直接 在 电 喷 雾 质 谱 里 喷 雳 针 所 用 的 毛细 管内 填充 一 段 
反 相 液 相 色 谱 的 填料 ,实现 分 离 和 喷雾 一 步 完成 。 在 某 种 程度 上 ,这 种 技术 相当 于 将 高 效 
液 相 色谱 ”整合 "到 质谱 系统 中 。Davis 等 人 .将 反 相 Cl18 填料 填充 到 15cmx 250km i. d. 
的 毛细 管 喷 针 内 ,前 端 以 PVDF 膜 作 为 塞 板 将 填料 加 以 固定 , 乙 且 梯 度 洗 脱 肌 血 球 素 和 
细胞 色素 C 的 酶 解 产物 ,串联 质谱 检测 。 结 果 表 明 ,采用 这 种 技术 ,多 肽 的 最 低 检测 限 达 
到 了 10 fmol 级 。 但 是 将 PVDF 膜 和 反 相 填料 先后 填充 在 质谱 的 毛细 管 喷 针 当中 需要 较 
高 的 操作 技巧 ,这 在 一 定 程度 上 限制 了 这 种 方法 的 发 展 。 后 来 ,Moore 等 人 世 采 用 原 位 聚 
合 ( 祝 sitx polymerization) 技 术 在 电 喷 雾 的 喷 针 内 就 地 聚合 了 一 段 茶 乙 炳 -二 乙 炳 基 葵 的 
多 和 孔 高 分 子 聚 合 物 作为 反 相 分 离 介质 ,串联 质谱 检测 和 鉴定 了 标准 蛋白 质 , 然 后 比较 了 这 
种 原 位 柱 和 Cl18 填充 柱 对 四 种 标准 蛋白 质 的 分 离 能 力 , 结 果 发 现 前 者 具有 更 高 的 分 离 效 
率 ,这 种 技术 大 大 简化 了 整个 一 维 色 谱 - 质 谱 体系 的 建立 过 程 。 在 此 基础 上 ,Premstaller 
等 人 5 又 优化 了 葵 乙 烯 -二 乙烯 基 茶 的 聚合 条 件 , 得 到 了 更 高 效 的 反 相 多 和 孔 聚 合 物 原 位 
柱 ,并 将 这 种 原 位 柱 和 ESI-MS 联 用 ,对 和 蛋 白 质 及 牛 过 氧化 氢 酶 的 胰 和 蛋白 酶 解 产 物 进行 了 
很 好 的 分 离 鉴定 ,最 高 检测 限 达 到 了 飞 摩 尔 ,准确 度 可 达 50 一 150 ppm, 使 原 位 多 孔 聚 合 
物 材料 在 蛋白 质 组 学 研究 中 得 到 更 好 的 应 用 。 目 前 ,内 部 装 有 填料 的 喷 针 已 经 实现 了 商 
品 化 。 

与 此 同时 ,相对 于 “整合 "技术 ,一 些 研 究 小 组 也 在 开展 相对 独立 的 HPLC 和 MS 的 直 
接 联 用 技术 ,解决 了 一 些 原 先 采 用 双向 凝 胶 电泳 难以 解决 的 问题 ,并 将 一 维 色谱 与 质谱 的 
联 用 技术 应 用 到 更 广阔 的 范围 。 例 如 ,大脑 神经 肽 的 相对 分 子 质量 一 般 为 300 一 5 000 ,用 
传统 双向 凝 胶 电泳 分 离 存在 很 大 困难 ,而 Skodld 等 呈 以 纳 升 级 液 相 色谱 - 电 喷雾 -时 间 飞 
行 -质谱 (nanoliter-LC-ESIQ-TOF-MS) 联 用 技术 成 功 分 离 并 鉴定 了 小 鼠 大 脑 某 个 确定 区 
域 的 1 500 个 肽 段 ,最 后 ,他 们 认为 这 种 联 用 技术 是 研究 大 脑 中 大 量 肽 段 和 蛋白 质 的 强 有 
力 手段 。Blonder 等 人 5 通过 改进 对 膜 蛋白 的 处 理 技 术 ,成 功 地 用 毛细 管 液 相 色 谱 -串联 

> 


质谱 (capillary LC-iontrap-MSVZMS) 技 术 对 从 . 7aaiodxwzraxs 分 离 的 膜 蛋 白 配料 混合 物 
进行 了 分 离 和 鉴定 。Spahr 等 用 [61LC-MSVMS (quadrupole-time of flight MS，Q-TOEF) 对 
商业 收集 的 男性 尿 样 进行 了 4 次 分 析 , 成功 鉴定 了 124 种 蛋白 质 。MecComack 等 人 局 将 8 
种 蛋白 质 的 蛋白 酶 酶 解 产 物 进 样 到 一 个 内 填 C 18 反 相 色谱 填料 .内径 为 75 pm 的 毛细 管 
中 , 乙 且 梯 度 洗 脱 肽 段 的 混合 物 , 电 喷雾 串联 质谱 (nanoscale HPLCESI MSZMS) 分 离 鉴 
定 了 数 以 千 计 的 多 肽 。Zhou 等 人 [8 利用 LC-MSVXMS 对 两 种 蛋白 质 定量 方法 一 一 同位 素 
编码 亲 和 标 签 技术 和 稳定 同位 素 标记 技术 ,进行 了 比较 和 评估 ,认为 后 者 更 简单 .高效 和 
灵敏 ,使 一 维 色谱 与 质谱 联 用 技术 成 为 蛋白 质 定量 方法 的 评估 手段 之 一 。 

在 一 维 色 谱 - 质 谱 联 用 技术 中 得 到 具体 应 用 的 同时 ,从 方法 学 的 角度 来 说 ,其 分 离 和 
质谱 鉴定 条 件 的 优化 也 就 成 为 另 一 个 研究 热点 。Vissers 等 [提出 了 一 种 流动 相 流速 可 
变 的 “ 峰 肝 ” 色 谱 接 口技 术 , 可 以 保证 分 离 样品 不 需 经 过 分 流 技术 而 得 到 分 离 鉴定 。Shen 
等 人 40 详细 讨论 了 毛细 管 液 相 色谱 -质谱 体系 中 毛细 管内 径 长度、 多 和 孔 与 非 多 孔 填 料 以 
及 流速 等 对 峰 容 量 的 影响 ,发 现 降 低 LC 流动 相 的 流速 对 低 丰 度 蛋白 质 的 检测 具有 提高 
灵敏 度 的 效果 ;在 回收 率 方面 ,他 们 发 现 使 用 多 孔 或 无 孔 填料 对 多 肽 的 质量 回收 率 几 乎 没 
有 影响 ,表明 在 这 一 联 用 系统 中 ,可 以 尽 可 能 选择 具有 高 分 离 效率 的 多 孔 填料 。Laurell 
等 上 5 则 将 固定 化 酶 技术 引入 LC-MS 系统 ,使 蛋白 质 分 析 的 自动 化 程度 得 到 提高 。 这 些 
研究 对 一 维 色谱 -质谱 联 用 技术 在 方法 学 上 都 具有 十 分 重要 的 意义 。 

除了 将 色谱 和 质谱 直接 联 用 ,一 些 研究 小 组 还 发 展 了 HPLC 和 MES 的 离线 联 用 技术 。 
在 这 些 技术 中 ,HPLC 的 功能 大 都 是 分 离 并 收集 样品 中 的 特定 组 分 ,然后 再 借助 质谱 加 以 
分 析 。 例 如 ,Chaurand 等 2] 采用 4.6 mm x 15 cm 的 常规 反 相 液 相 色谱 柱 分 别 分 离 并 收 
集 了 正常 细胞 和 肿瘤 细胞 中 的 蛋白 质 , 胰 蛋白 酶 酶 解 以 后 ,经 MALDI-TOF-MS 分 析 , 成 
功 鉴定 了 3 种 肿瘤 专 一 性 蛋白 质 。Coutre 等 93] 采 用 4.6 mm x 30 cm 的 体积 排 阻 色谱 
柱 预先 纯化 已 经 经 过 处 理 的 4 种 膜 蛋白 ,以 葵 乙 烯 基质 的 反 相 色谱 柱 加 以 分 离 ,收集 到 的 
组 分 经 过 CNBr 处 理 后 ,通过 MALDILTOF-MS 检测 ,直接 测定 了 这 4 种 不 同 膜 蛋白 的 相 
对 分 子 质 量 , 得 出 最 高 相对 分 子 质量 是 61 000 ,这 一 结果 的 准确 率 达 土 0.01 % 。Cunsolo 
等 04] 采 用 1.0 cmx25 cm 的 反 相 Cl18 柱 分 离 了 酶 解 甲 基 化 Porietaria judaica 所 得 的 多 
肽 混合 物 ,分 离 组 分 经 过 收集 处 理 后 进入 ESLMS 检测 ,鉴定 出 这 种 花粉 中 引起 过 敏 的 蛋 
白质 中 二 硫 键 的 位 置 , 同 时 还 表征 了 其 所 含 半 胱 氢 酸 的 氧化 态 ,为 蛋白 质 和 多 肽 中 二 硫 键 
的 研究 提供 了 一 个 新 的 方法 。 

在 一 维 色 谱 - 质 谱 联 用 的 技术 领域 中 , 另 一 个 值得 重视 的 方面 是 ,一 些 研究 小 组 报道 
了 一 些 高 通 量 筛选 技术 。 如 出 现 了 8 通道 451] 和 96 通道 446 的 液 质 联 用 系统 , 反 相 高 效 液 
相 色 谱 和 傅 里 叶 变 换 离子 回旋 共振 质谱 (FTICR ) 的 联 用 系统 47 等 ,这 些 也 都 大 大 促进 了 
一 维 色 谱 -质谱 联 用 技术 在 蛋白 质 组 学 中 的 应 用 。 

综 上 所 述 , 从 一 维 色 谱 -质谱 联 用 技术 的 发 展 可 以 看 出 ,对 于 不 是 特别 复杂 的 体系 ,该 
技术 可 以 比较 充分 地 发 挥 快 速 、 灵 人 敏 、. 易 于 自动 化 的 优势 ,在 蛋白 质 组 学 的 研究 中 占有 一 
定 的 地 位 。 
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一 、 多 维 色谱 及 其 与 质 诸 联 用 技术 
(一 ) 理论 基础 


与 一 维 分 离 模式 相 比 ,多 维 分 离 技术 的 最 大 特点 是 可 以 极 大 地 提高 峰 容 量 。1995 
年 ,Giddings 等 508] 指 出 峰 容量 的 提高 程度 和 样品 组 分 分 布 的 有 序 程度 有 着 密切 的 关系 ， 
并 引入 了 样品 维 数 (sample dimensionality) 一 一 能 够 精确 识别 样品 中 所 有 组 分 的 变量 数 的 
概念 。 他 们 认为 , 当 样 品 维 数 大 于 系统 维 数 时 ,组 分 的 峰 分 布 是 无 序 的 ,会 限制 分 离 的 效 
果 ; 而 当 样 品 维 数 小 于 系统 维 数 时 ,尽管 组 分 的 峰 分 布 是 有 序 的 ,但 多 维系 统 高 峰 容 量 的 
性 能 并 没有 得 到 充分 的 发 挥 ; 只 有 当 样品 维 数 和 系统 维 数 相等 的 时 候 , 多 维系 统 的 分 离 能 
力 才能 得 到 最 大 程度 的 发 挥 。 同 年 ,Giddingst19] 构 建 了 二 维 分 离 模 式 下 实际 峰 容量 的 数 
学 计算 模型 ,该 模型 不 仅 能 够 拓展 应 用 到 评价 多 维 分 离 模式 的 性 能 ,也 可 以 应 用 于 系统 的 
条 件 优化 。 另 一 方面 ,Murphy 等 [50 从 理论 和 实验 上 对 二 维 分 离 模式 下 第 二 维 的 采样 速 
度 对 分 离 的 影响 做 了 深入 研究 。 结 果 表 明 ,进入 第 二 维 分 离 的 采样 时 间 越 短 ,整个 系统 的 
选择 性 越 高 。 以 上 这 些 研 究 为 多 维 色 谱 方法 的 发 展 黄 定 了 理论 基础 。 以 下 将 介绍 几 种 不 
同 液 相 色 谱 模 式 之 间 的 组 合 及 其 应 用 。 


《二 ) 离子 父 换 色 谱 - 反 相 液 相 色 谱 


离子 交换 色谱 是 通过 溶质 在 离子 交换 色谱 固定 相 上 具有 不 同 的 保留 能 力 而 实现 样品 
分 离 的 色谱 技术 。 具 体 地 说 ,生物 大 分 子 , 尤 其 是 蛋白 质 和 多 肽 ,表面 多 是 带 有 一 定 电荷 
的 ,它们 和 离子 交换 色谱 固定 相 表面 的 电荷 可 以 发 生 不 同 的 静电 相互 作用 ,利用 这 种 相互 
作用 的 差异 ,可 以 实现 带电 生物 样品 的 分 离 。 而 反 相 液 相 色谱 是 基于 溶质 疏 水 性 的 差异 
而 实现 分 离 的 。 通 过 这 两 种 色谱 模式 的 联 用 ,可 以 实现 对 复杂 生物 样品 的 二 维 分 离 ,这 种 
组 合 也 是 迄今 为 止 在 蛋白 质 组 学 研究 中 应 用 得 最 广泛 的 一 种 联 用 技术 之 一 。 值 得 注意 的 
是 ,由 于 离子 交换 色谱 的 流动 相 中 含有 较 高 浓度 的 盐 ,而 反 相 液 相 色 谱 的 流动 相 一 般 是 有 
机 溶剂 和 水 ,二 者 在 耦 联 的 时 候 就 必须 考虑 到 流动 相 种 类 不 同 所 造成 的 影响 。 一 般 来 说 ， 
解决 这 一 问题 常 要 使 用 到 设计 比较 巧妙 的 管 路 和 连接 阀 ,一 些小 组 借助 这 些 装 置 , 取 得 了 
一 定 的 研究 成 果 。 例 如 ,Holland 等 52 将 阴离子 交换 柱 和 RPLC 微 柱 通过 电 控 闽 连 接 起 
来 ,实现 了 阴离子 交换 柱 和 反 相 柱 的 在 线 耦 联 , 但 是 其 阴离子 交换 色谱 所 用 的 分 离 时 间 长 
达 32 h, 效率 比较 低 。Wagner 等 5 将 长 度 分 别 为 3.5 cm 和 14 cm, 内径 均 为 4.6 mm 的 
一 根 强 阳 离子 交换 柱 和 两 根 平行 的 C18 反 相 液 相 色谱 柱 通过 一 个 十 通 阀 连接 起 来 ,使 从 
IEC 流出 的 组 分 可 以 交替 进入 到 两 根 平行 的 RPLC 柱 中 ,实现 了 IEC 和 RPLC 的 在 线 耦 
联 , 然 后 通过 组 分 收集 ,MALDI-TOF-MS 鉴定 ,成 功 分 离 出 了 大 约 1 000 种 蛋白 质 和 多 
肽 。Optitek 等 523] 则 通过 一 个 八 通 阀 连接 起 内 径 分 别 为 750 pm 和 500 pm 的 阳离子 交换 
柱 和 反 相 色谱 柱 ,在 线 紫外 检测 ,同时 连接 到 电 喷 雾 接 口 进入 质谱 加 以 鉴定 ,在 两 小 时 以 
内 ,成 功 地 对 大 肠 埃 希 氏 菌 ( Escherichia coii ) 细 胞 中 的 蛋白 质 进 行 了 分 析 鉴 定 。Davist24] 
等 通过 六 通 阀 将 常规 尺寸 的 强 阳 离子 交换 柱 和 RPLC 耦 联 ,分 流 器 分 流 后 进入 串 连 质谱 
检测 ,如 图 20.2 所 示 , 对 人 肺 纤维 原 细胞 和 人 脑 神经 胶 质 瘤 细 胞 中 的 蛋白 质 酶 解 产 物 做 
了 鉴定 , 比 传统 方法 多 鉴定 出 了 40% 的 肽 段 。 但 是 ,由 于 使 用 了 分 流 器 ,一 些微 量 组 分 可 
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能 会 因为 损失 过 多 而 难以 被 检测 。 此 外 , Vissers 等 :5 则 通过 将 强 阳 离子 交换 柱 分 离 出 的 
组 分 加 以 收集 ,再 进 样 到 RPLC 柱 的 方式 联 用 了 两 种 不 同 的 分 离 模式 ,有 效 避 免 了 一 维和 
二 维 分 离 中 流动 相 的 混合 ,简化 了 系统 的 设计 。 





图 20.2 .2D SCX HPLC-MS 联 用 流程 图 


三 ) 体积 排 阻 色谱 - 反 相 液 相 色谱 


体积 排 阻 色谱 (size exclusion _ chromatography，SEC) 是 根据 体积 大 小 不 同 的 浴 质 分 
子 ,通过 具有 体积 得 分 作用 的 固定 相 时 的 保留 程度 不 同 而 达到 分 离 的 一 种 色谱 模式 。 一 
般 说 来 ,体积 小 的 分 子 在 经 过 体积 排 阻 固定 相 时 更 容易 扩散 到 固定 相 表 面 的 微 孔 中 去 , 因 
此 保留 较 强 ,而 体积 比较 大 的 溶质 则 正好 相反 ,保留 较 弱 。Opiteck 等 26 将 7.8 mmxX300 
mm 的 SEC 柱 和 两 根 平行 的 4.6 mmx 33 mm 的 C18 反 相 液 相 色 谱 柱 用 一 个 四 通 阀 连接 
起 来 ,紫外 检测 后 通过 10:1 的 分 流 器 引入 电 喷 雾 质 谱 , 对 卵 清 蛋 白 和 血浆 白 蛋 白 的 酶 解 
产物 做 了 分 离 和 鉴定 ,如 图 20.3 所 示 。 之 后 ,他 们 5 将 反 相 色谱 柱 换 为 2.1 mmx33 
mm 的 聚 茶 乙 烯 - 二 乙烯 基 葵 反 相 柱 , 采 用 收集 最 终 分 离 组 分 的 方法 ,把 较 好 分 离 的 大 肠 
埃 硕 氏 菌 细 胞 所 过 量 表 达 的 蛋白 质 送 进 MALDI-TOF-MS 检测 ,成功 进 行 了 和 蛋白质 的 
mapping。 体 积 排 阻 色谱 - 反 相 液 相 色谱 联 用 模式 可 以 提供 比较 高 的 分 辩 率 ,但 是 由 于 体 
积 排 阻 色谱 的 成 本 比较 高 ,在 一 定 程度 制约 了 这 种 技术 的 应 用 。 


四) 肥 相 液 相 色谱 - 反 相 液 相 双 诺 


在 各 种 色谱 联 用 技术 中 ,还 有 一 类 是 将 两 根 反 相 色谱 柱 连接 在 一 起 使 用 的 ,如 Chen 
.436 ， 






体积 排 阻 柱 


紫外 检测 


图 20.3 2DSECRPLCMS 联 用 流程 图 


等 [28] 使 用 两 根 尺 寸 不 同 的 填充 了 无 孔 反 相 填 料 的 液 相 色谱 柱 , 对 人 红 白 血 病 细胞 裂解 液 
中 的 蛋白 质 做 了 分 离 , 胰 蛋 白 酶 酶 解 后 经 MADLDLTOF-MS 检测 ,得 出 了 这 种 细胞 的 蛋 
白质 质量 图 谱 。 在 这 个 系统 中 ,第 一 根 色 谱 柱 预 分 离 出 了 约 100 种 和 蛋白质, 然后 快速 通过 
第 三 根 反 相 色谱 柱 ,将 第 一 相 中 没有 分 开 或 没有 完全 分 开 的 组 分 继续 加 以 分 离 ,得 到 了 理 
想 的 结果 。 而 Wall 等 [2] 则 通过 采用 不 同 尺寸 的 色谱 柱 、 填 以 不 同 粒 径 大 小 的 填料 ,在 不 
同 的 温度 下 连接 ,组 成 RP-RP 连接 体系 ,然后 采用 手动 点 样 MALDILTOF-MS 分 析 了 大 
肠 杆菌 表达 的 蛋白 质 , 研 究 了 大 肠 杆 菌 对 树胶 醛 糖 的 反应 ,整个 色谱 分 离 的 时 间 只 用 到 了 
13.5 min。 值 得 注意 的 是 ,RP-RP 联 用 虽然 和 Giddings 提出 的 多 维 分 离 技术 所 要 求 的 各 
相 分 离 最 好 是 正 交 关系 的 原理 有 所 抵触 ,但 是 从 以 上 的 应 用 我 们 可 以 看 出 ,RP-RP 联 用 
还 是 给 复杂 体系 的 分 离 提供 了 比较 高 的 峰 容 量 和 选择 性 。 


五) 杀 和 液 相 双 谱 - 反 相 液 相 双 谱 


用 亲 和 色 谱 柱 对 某 一 类 具有 特异 性 亲和力 的 蛋白 质 或 者 多 肽 进行 提取 ,然后 进行 
MS 或 MSVMMS 鉴定 ,确定 出 蛋白 质 的 种 类 和 修饰 位 点 ,这 种 方法 在 蛋白 质 组 研究 中 也 发 
挥 了 重要 的 作用 。Apffel 等 :30 利用 外 源 凝 集 素 柱 与 反 相 柱 的 在 线 连接 以 及 电 喷 雾 质 谱 
检测 对 起 源 于 重组 DNA 的 糖 和 蛋白 水 解 后 产生 的 不 同类 型 的 糖 基 化 肽 进行 了 研究 , 发现 
其 中 4 个 糖 基 化 位 点 全 部 是 N 连接 的 。Hsieh 等 430 通过 集成 化 的 免疫 亲 和 - 离 子 交 换 -= 
柱 上 酶 解 -片段 捕获 和 脱盐 -RPLC-MS 检测 实现 了 和 蛋白 质 初级 结构 的 自动 化 分 析 。 此 外 ， 
以 外 源 凝 集 素 为 基质 的 亲 和 色 谱 和 反 相 液 相 色谱 以 及 质谱 联 用 技术 已 经 应 用 于 肽 的 指纹 
谱 分 析 中 。Han 等 32 利用 离子 交换 色谱 柱 将 细胞 微粒 体 中 含有 的 蛋白 质 分 离 ,收集 出 
30 个 组 分 ,再 将 这 些 组 分 进行 同位 素 编码 亲 和 标 记 (ICAT) ,水 解 后 再 通过 自行 填 装 的 聚 
抗 生 物 素 蛋 白 的 亲 和 色 谱 - 反 相 液 相 色 谱 - 电 喷雾 串联 质谱 (AC-RPLC-ESI-MSVXMS ) 进 行 
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分 析 ,成 功 确定 了 HL-60 细胞 微粒 体 中 491 个 蛋白 质 分 子 , 并 可 以 对 它们 在 分 化 过 程 中 
的 变化 进行 定量 研究 。Goshe 等 33 也 采用 类 似 的 方法 ,对 低 丰 度 的 磷 蛋 白 进行 富 集 和 识 
别 。Geng!34 则 通过 亲 和 色 谱 和 反 相 色谱 联 用 ,MALDLTOF-MS 检测 ,对 蛋白 质 进 行 了 
肽 指纹 分 析 。 金 属 歼 合 色谱 也 是 亲 和 色 谱 的 一 种 形式 。 近 年 来 , 随 着 磷酸 化 蛋白 质 组 研 
究 的 不 断 深 入 ,固定 化 金属 亲 和 色 谱 也 被 成 功 地 应 用 于 和 蛋白质 组 学 的 研究 中 来 , 较 好 地 解 
决 了 磁 酸 化 蛋白 质 的 分 析 和 鉴定 ,有 关内 容 见 本 书 相 关 章 节 。 同 样 , 在 蛋白 质 和 多 肽 的 糖 
基 化 研究 中 , 亲 和 色 谱 - 反 相 液 相 色 谱 质 谱 技术 也 具有 相当 潜力 。 


CA) 三 维 色 谱 联 用 技术 


二 维 色谱 联 用 为 蛋白 质 组 学 的 研究 提供 了 强 有 力 的 支持 ,一 些 研究 小 组 为 了 更 充分 
地 发 挥 液 相 色谱 技术 在 蛋白 质 组 学 研究 中 的 优势 ,已 经 开始 尝试 三 维 液 相 色谱 的 联 用 。 
实际 上 ,前 面 所 提 到 的 Han 等 人 的 工作 ,从 某 种 意义 上 来 说 ,已 经 可 以 认为 是 三 维 色谱 的 
实际 应 用 ,他 们 实现 了 离子 交换 - 亲 和 - 反 相 液 相 色谱 的 联 用 ,尽管 第 一 维和 后 两 维 色 谱 并 
没有 在 线 相连 。 实 际 上 ,在 此 之 前 , 早 在 1995 年 ,Moore 等 5 就 已 经 尝试 了 体积 排 阻 色 
谱 - 反 相 液 相 色谱 -毛细 管区 带电 泳 联 用 的 三 维 分 离 技术 。 他 们 认为 ,由 于 二 维 联 用 技术 
已 经 在 很 大 程度 提高 了 峰 容 量 , 所 以 第 三 维 即使 仅仅 得 到 了 一 个 很 弱 的 峰 , 也 会 极 大 地 提 
高 整个 方法 的 峰 容 量 。 最 近 , MacCoss 等 39 则 成 功 地 实现 了 反 相 液 相 色谱 -离子 交换 色 
谱 - 反 相 液 相 色谱 -串联 质谱 的 三 维 联 用 技术 ,对 有 蛋 昌 质 混合 物 同时 用 三 种 不 同 酶 切 后 的 
肽 段 混合 物 进 行 了 分 析 ,成 功 定位 出 了 化 学 计量 只 占 10% 的 磷酸 化 肽 段 的 磷酸 化 位 点 ， 
确认 了 总 共 5 种 蛋白 质 中 的 3 种 蛋白 质 的 4 类 18 个 修饰 位 点 ,其 中 3 个 修饰 位 点 是 从 未 
报道 过 的 ;同时 ,把 这 个 系统 应 用 于 眼球 组 织 蛋 白质 的 分 析 中 ,成 功 鉴 定 出 了 270 种 蛋白 
质 。 其 中 ,11 种 晶状体 蛋白 总 计 被 发 现 了 73 处 修饰 位 点 ,这 种 方法 随即 被 认为 是 鉴定 蛋 
白质 修饰 位 点 的 强大 工具 。 为 了 充分 展示 三 维 色谱 连用 的 优势 ,MeDonald37 则 比较 了 一 
维 、 二 维和 三 维 液 相 色谱 和 质谱 联 用 技术 用 于 蛋白 质 混合 物 的 分 析 ,结果 发 现 三 维 色 谱 的 
分 辩 率 最 高 ,鉴定 出 的 蛋白 质 种 类 也 最 多 。 实 际 上 ,MacCoss 和 McDonald 两 个 研究 小 组 
所 开展 的 工作 属于 另外 一 类 多 维 分 析 技 术 一 一 多 维 蛋 白质 鉴定 技术 (MudPIT)。 


〈 七 ) 多 维 蛋 昌 质 鉴定 技术 (MudPIT7 


多 维 蛋白 质 鉴定 技术 (MudPIT) ,最 早 是 Yates 研究 组 [381 于 1999 年 提出 的 。 具 体 地 
说 ,这 种 技术 是 将 不 同 分 离 模 式 的 色谱 柱 以 串联 分 离 的 方式 合并 于 同一 根 色 谱 柱 中 进行 。 
例如 , Yates 等 38] 在 同一 根 色 谱 柱 的 前 半 部 分 装填 强 阳离子 色谱 填料 ,后 部 分 装填 反 相 液 
相 色 谱 填 料 。 这 样 整个 色谱 分 离 过 程 就 包括 了 一 系列 依次 增加 的 盐 浓度 台阶 梯度 洗 脱 和 
有 机 溶剂 的 线性 梯度 洗 脱 , 多 肽 流出 RPLC 填料 后 直接 进入 质谱 分 析 , 最 后 用 SEQUEST 
算法 从 基因 组 翻译 的 蛋白 质数 据 库 中 进行 检索 ,查找 并 确定 与 多 肽 序列 相 匹配 的 蛋白 质 。 
这 种 方法 已 经 被 成 功 地 用 于 和 蛋白质 组 学 中 的 研究 ,并 被 称 为 多 维 蛋 白质 鉴定 技术 (mnulti- 
dimensional protein identification technology, MudPIT)。 采 用 这 种 方法 ,有 效 避 免 了 复杂 
的 阀 切换 系统 , 减 小 了 系统 的 死 体 积 , 而 且 由 于 该 技术 是 将 强 阳 离子 和 反 相 液 相 色 谱 填 料 
依次 装填 在 一 个 纳 喷 进 样 针 中 ,一 个 分 析 周 期 可 以 检测 100 多 种 蛋白 质 ,所 以 该 方法 可 对 
样品 量 较 少 的 蛋白 质 进 行 快速 分 析 ,适用 于 蛋白 质 组 学 中 大 规模 蛋白 质 的 分 离 鉴定 。 将 
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该 技术 用 于 Saccharomyces cerevisiae strain BJ5460 grownmn to mid-log phase 的 蛋白 质 组 研 
究 中 , 共 检 测 和 识别 出 1 484 种 蛋白 质 ,其 中 包括 低 丰 度 蛋 白质 (如 转录 因 手 和 蛋白 激酶 ) 
和 131 个 跨 膜 区 域 的 蛋白 质 :391。 分 离 模式 如 图 20.4 所 示 。 之 后 ,Walters 等 人 [0 改进 
了 这 项 技术 ,所 有 识别 的 蛋白 质 所 跨越 的 动态 范围 可 以 达到 10 000:1。 如 前 文 所 述 ,他 们 
利用 三 维 固定 相 柱 系统 实现 了 3D-RPLC-IEC-RPLC 对 在 转录 和 后 转录 阶段 蛋白 质 修饰 
的 研究 。 在 对 有 蛋白质 组 进行 定性 分 析 的 同时 ,以 MudPIT 技术 对 其 进行 的 定量 研究 也 在 
开展 。Washburn 等 [4 将 代谢 标记 引入 MudPIT, 他 们 首先 对 酿酒 酵母 菌株 在 富 含 MN 
或 SN 的 培养 基 中 分 别 培养 ,然后 将 两 者 的 裂解 液 按 不 同 的 比例 混合 并 酶 解 成 多 肽 混合 
物 , 用 MudPIT 分 析 混 合 物 中 的 蛋白 质 组 ,获得 了 准确 .可靠 的 结果 ,表明 该 方法 可 用 于 
一 系列 微生物 ,甚至 哺乳 动物 组 织 培养 体系 蛋白 质 组 的 定量 研究 。 
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图 20.4 MudPIT 用 于 酿酒 酵母 (Saccharomzyces cereuisiae ) BJS460 株 
蛋白 质 组 研究 中 的 技术 路 线 


第 三 节 “ 非 凝 胶 电 泳 


一 、 液 相 寺 电 困 焦 
人 


等 电 聚 焦 (isoelectric focusing，IEF) 最 早 由 Svensson[42-4] 等 提出 ,在 聚焦 小 室 中 , 蛋 
白质 样品 与 特定 pH 范围 内 的 载体 两 性 电解 质 混 合 物 (carrier ampholyte) ,或 其 他 缓冲 液 
混合 , 当 向 聚焦 小 室 施加 一 个 电势 能 时 ,蛋白质 就 会 迁移 到 已 经 建立 好 的 pH 梯度 中 的 一 
个 特定 的 位 置 , 这 个 位 置 的 pH 与 它们 各 自 的 等 电 点 (pT) 相 当 。 如 果 一 个 蛋白 质 的 pH 不 
在 这 个 范围 内 , 它 的 净 电 荷 将 发 生 改 变 , 随 之 产生 的 电泳 驱动 力 将 影响 其 迁移 ,使 其 回 到 
其 等 电 点 所 在 的 位 置 上 。 最 理想 的 结果 是 蛋白 质 聚 焦 到 它们 的 等 电 点 位 置 并 形成 狭 带 。 
液 相 等 电 聚 焦 有 许多 优点 :@ 能 够 大 量 纯化 蛋白 质 和 多 肽 ,尤其 是 在 相当 高 的 上 样 量 时 也 
具有 相当 高 的 分 辨 率 ;GO 可 在 非 凝 胶 介 质 上 根据 等 电 点 将 蛋白 质 的 复杂 混合 物 分 级 ,每 一 
级 都 能 被 收集 ,并且 通 过 电泳 或 色谱 进一步 分 析 ;G) 应 用 等 电 聚 焦 分 离 生 物 样品 时 (如 蛋 
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白质 混合 物 ) ,生物 样品 的 活性 易于 保持 "5 ;@ 田 对 于 低 丰 度 蛋 白质 和 低 相 对 分 子 质量 的 蛋 
白质 也 具有 很 好 的 分 离 效果 忆 ,41;@ 可 以 避免 在 双向 凝 胶 电 泳 分 离 状 态 下 存在 的 重复 性 
差 的 问题 [4]。IEF 的 不 利之 处 在 于 聚焦 后 高 浓度 的 中 性 蛋白 质 常会 从 溶液 中 沉淀 出 来 ， 
造成 组 分 间 的 相互 重 琶 ;用 于 构建 pH 梯度 的 两 性 电解 质 可 能 会 干扰 后 续 的 某 些 分 析 ( 如 
ESI-MS) ; 高 下 水 性 蛋白 质 在 样品 制备 或 蛋白 质 到 达 等 电 点 后 继续 聚焦 的 过 程 中 可 能 会 
= 

能 够 将 复杂 混合 物 分 级 到 备用 水 平 的 IEF 仪器 有 多 种 :四 Rotofor cell 仪器 (Rotofor 
Cell Apparatus)[481; @O 多 腔 等 电 膜 电 解 器 (mnulticompartment electrolyzer with isoelectric 
membranes)[4] ;GD)Bierl50-51 首 创 的 循环 等 电 聚 焦 仪 (recycling isoelectric focusing，RIEF; 
RF3) ;@ 图 自由 流 等 电 聚 焦 ({free-flow IEF，FFIEF)L59。 在 RIEF 中 ,样品 介质 通过 冷却 室 
循环 ,而 FFIEF 中 样品 被 持续 注 和 人 作为 载体 的 两 性 电解 质 溶液 中 。 复 杂 的 蛋白 质 溶液 很 
容易 被 分 级 为 很 多 组 分 ,它们 再 被 收集 ,并 应 用 正 交 技 术 进 一 步 分 级 。 关 于 应 用 等 电 聚 焦 
分 级 技术 对 细胞 和 血清 中 的 蛋白 质 进行 分 离 的 研究 ,已 有 相关 报道 [4-56] ,下 文 将 具体 介 


绍 。 


《一 ) 循环 等 电 聚焦 储 酵母 全 细胞 像 解 液 样 品 分 析 中 的 应 用 


循环 等 电 聚 焦 最 早 由 Bier 等 提出 0-31 ,用 于 在 液 相 中 大 量 制备 样品 (如 蛋白 质 )。 
现 以 RF3(recycling free-flow focusing) 为 例 ,介绍 利用 循环 等 电 聚 焦 来 对 蛋白 质 混合 物 进 
行 分 级 分 离 。RF3 由 Bier 等 人 设计 ,由 美 Protein Technologies 公司 生产 。 如 图 20.5 所 
示 。 在 循环 等 电 聚 焦 过 程 中 ,首先 ,载体 两 性 电解 质 先 要 在 聚焦 室 中 聚焦 ,并 在 聚焦 室内 
形成 一 系列 固定 的 pH 梯度 (与 载体 两 性 电解 质 的 pH 范围 相当 ) ,然后 ,把 蛋白 质 混合 物 
注射 到 聚焦 室 里 ,蛋白 质 混合 物 就 会 随 着 载体 两 性 电解 质 溶液 在 RF3 的 循环 管 路 中 循环 
往复 地 流动 。 当 有 蛋 白质 流动 到 聚焦 室 里 时 ,由 于 载体 两 性 电解 质 在 聚焦 室 里 形成 了 固定 
的 pH 梯度 ,蛋白 质 会 逐渐 向 与 其 pT 值 相 当 的 位 置 迁移 ,并 最 终 到 达 那 里 ,形成 一 条 狭 
带 ,稳定 地 在 这 一 区 间 循 环流 动 ,直至 分 离 完 成 ,并 被 收集 下 来 。 复 杂 的 蛋白 质 混合 物 根 
据 其 等 电 点 被 分 成 了 多 个 组 分 。 每 一 组 分 中 虽然 还 是 以 蛋白 质 混合 物 的 形式 存在 ,但 是 ， 
其 复杂 度 已 经 小 多 了 。 循 环 等 电 聚 焦 的 另 一 优点 , 即 分 离 是 在 液 相 中 进行 的 ,可 以 直接 进 
行 溶液 内 酶 解 ,然后 ,使 用 ESI-MS 鉴定 每 一 组 分 的 蛋白 质 混 合 物 (shotgun， 乌 枪 
法 )557'58] ,继而 ,合并 多 个 RF3 组 分 中 所 鉴定 出 的 蛋白 质 , 就 可 以 得 到 所 要 鉴定 的 总 蛋白 
质 混 合 物 。 此 外 ,还 可 以 把 RF3 分 离 得 到 的 产物 进行 如 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 分 离 ,再 进 
行 质谱 分 析 。 利 用 这 一 实验 流程 ,我 们 可 以 鉴定 细胞 或 组 织 的 蛋白 质 组 。 下 面 将 以 本 实 
验 室 的 工作 为 例 , 说 明 具 体 研究 步骤 。 


1. 制备 酵母 全 细胞 裂解 液 样品 


酿酒 酵母 YPH499 由 中 国 科 学 院 上 海 生 命 科 学 学 院 生物 化 学 与 细胞 生物 学 研究 所 
分 子 生 物 学 重点 实验 室 马 普 四 组 获得 。 酵 母 细 胞 的 培养 参照 4 分 子 克隆 实验 指南 》 第 3 
版 [59] 。 s 
(1) 酵母 细胞 的 培养 
YPD 是 一 种 复杂 的 培养 基 , 用 于 常规 的 酵母 的 生长 ,YPD(YEPD) 培养 基 成 分 为 酝 
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图 20.5_RF3 原理 图 和 装置 


母 抽 提 物 (yeast extract，10g) ,peptone(20g) ,葡萄 糖 (Glucose，20g) ,加 如 Millipore 级 去 
离子 水 至 1 000 ml。 用 灭 菌 过 的 牙签 挑 一 个 克隆 , 放 在 50 ml YPD 培养 基 中 于 播 床上 培 
养 过 夜 ,然后 再 加 入 YPD 培养 基 至 2 世 , 置 于 揪 床 上 摇 过 夜 。 收 集 在 对 数 期 生长 的 酵母 
细胞 。 
(2) 裂解 酵母 细胞 

(A) 把 约 2L 的 酵母 溶液 倒 人 4 个 离心 管 中 ,4C .6 000 g 离心 S min。 

(B) 除 去 上 清 液 ,此 时 酵母 细胞 沉淀 在 离心 管 的 底部 。 

(C) 用 去 离子 水 洗涤 沉淀 ,以 除去 细胞 表面 的 盐分 。 

(D)4C .6 000 g 离心 5 min, 并 除去 上 清 液 。 

@ 加 入 约 50 ml 裂解 液 (1% 载 体 两 性 电解 质 +10% 甘 油 ) 至 离心 管 中 , 用 力 摇 使 沉 演 
悬浮 ,然后 ,使 用 高 压 裂 解 酵母 细胞 (物理 裂解 ) 。 

@4Y 6 000 g 离心 S min, 把 上 清 液 倒 人 50 ml 管 中 ( 约 30 ml)。 

@4tC 15 000 g 离心 1h。 

四 取 上 清 液 4C 、40 000 g 离心 1h。 
(3) 有 蛋白 质 定量 分 装 及 保存 

采用 Bradford 法 定量 酵母 裂解 液 中 的 蛋白 质 浓 度 ,并 把 酵母 裂解 液 分 装 到 1.5 ml 的 
Eppendorf 管 中 ,每 管 1 ml。 把 分 装 到 Eppendorf 管 中 的 酵母 裂解 液 置 于 液 氮 中 , 数 分 钟 
后 ,再 放 在 -807 低温 冰箱 中 保存 备用 。 


2. 用 RF3 进行 分 级 分 离 


(1) REF3 相关 的 电泳 液 组 分 
中 电极 液 :“+”:0.1 molLL HPO ;一 ”:0.1molL NaOH。 
441 . 


@ 介 质 溶液 :使 用 RF3 进行 循环 等 电 聚 焦 时 , 等 电 聚 焦 在 1% 的 载体 两 性 电解 质 
(pH3.5 一 10) 和 10% 的 甘油 洲 液 中 进行 。 总 体积 为 105 ml。 
(2) 清洗 RF3 

@500 一 1 000 ml 去 离子 水 。 

G@300 一 400 ml 0.1 mol[L NaOH ,并 在 管道 那 保留 约 半 小 时 (主要 是 清洗 收集 器 和 聚 
焦 管 路 )。 

G1 000 一 1 500 ml 去 离子 水 清洗 除去 NaOH 及 蛋白 质 残 液 。 

由 排 空 ,并 以 去 离子 水 冲洗 电极 槽 。 

加 放松 泵 。 

@ 短 期 内 不 使 用 时 在 管 路 内 注入 10% 的 乙醇 , 若 长 期 不 使 用 则 加 入 5% 的 等 氮 钠 , 防 
腐 之 用 。 
(3) 分 离 过 程 

注入 介质 溶液 。 

( 工 ) 打 开 冷 凝 系统 预 冷 至 27 ,在 电极 模 中 分 别 加 入 “+ " 极 和 ”- " 极 电极 液 。 

(I ) 打 开 排 气管 的 阀门 , 开 主 泵 “pump direction” 处 于 “fil" 位 置 , 泵 速 为 :20% 一 
30% 。 

( 焉 ) 注 入 介质 溶液 直到 排 气管 中 的 溶液 至 2 一 3 ml( 一 70 ml)。 

(MX ) 停 止 *pump”。 

(V ) 连 续 注 和 介质 溶液 至 聚焦 室 顶 部 ,停止 注入 。 

( 允 ) 打 开 “pump”, 直 到 聚焦 室 里 的 介质 溶液 全 部 流 和 人 管 路 里 。 

( 班 ) 停 止 "pump” ,重复 (V ) 和 () 步 骤 的 操作 ,直至 105 ml 介质 溶液 全 部 被 注入 到 
循环 管 路 里 。 

( 班 ) 打 开 “ pump” ,调节 “pump” 的 位 置 至 “Runveollect”; 泵 速 在 $S0% 一 60% , 敲 击 聚焦 
室 以 排出 气泡 。 

@ 预 聚焦 过 程 。 

设 定 “pump” 的 位 置 至 “Runvcollect” ,和 速 在 4$% 。 

1 500V,400 mA,150 W ,使 载体 两 性 电解 质 先 在 聚焦 室内 进行 聚焦 ,形成 一 系列 固定 
的 pH 梯度 ,并 在 封闭 的 管道 内 循环 流动 。 

@ 当 电流 降低 并 稳定 后 ,加 入 蛋白 质 溶液 (酵母 裂解 液 )20 mg, 并 降低 高 压 至 1 000 
赂 

人 曲 聚 焦 过 程 (1.5 h, 蛋 白质 /各 体 两 性 电解 质 溶液 ) 。 

( 工 )1000V,1h( 在 电流 降低 并 稳定 后 )。 

() 降 低 电 压 至 500 V, 并 持续 半 小 时 。 

@@ 同 时 关 掉 "pump” 和 高 压 ;然后 关上 排 气 阀 。 

快速 转移 “inlet connector ”至 收集 器 ,并 连接 “voirse tube”" 至 聚焦 室 底 部 。 
(4) 收集 RF3 产物 

中 打开 排 气 阀 ,使 排 气管 和 聚焦 室 里 的 介质 溶液 和 和 蛋白质 混 合 物 由 于 重力 的 作用 经 
“voirse tube 流出 。 

GO 打开 “main pump” ,收集 分 离 产物 至 30 个 收集 管 里 。 
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3.RF3 产物 结果 的 分 析 及 处 理 


(1) 测定 各 个 组 分 的 pH 值 及 有 蛋白质 浓度 

RF3 产物 被 收集 到 收集 管 里 后 ,使 用 微量 pH 计 测 量 各 个 管 里 组 分 的 pH,30 管 RF3 
产物 的 pH 从 高 到 低 排列 。 如 图 20.6 所 示 。 各 个 组 分 的 蛋白 质 浓 度 可 以 用 ODzw 来 进行 
粗 测 ,其 中 紫外 吸收 值 (ABS)1.0 约 相 当 于 1.0mg/ml。 另 外 用 Bradford 法 可 以 更 精确 地 
测定 各 个 组 分 的 蛋白 质 浓度 。 如 图 20. 6 所 示 。 
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图 20.6 酵母 裂解 液 的 RF3 分 级 产物 的 pH 
和 浓度 示意 图 


(2) 重复 性 分 析 

循环 等 电 聚 焦 的 优点 之 一 , 即 可 以 避免 在 双向 凝 胶 电泳 分 离 状 态 下 存在 的 重复 性 差 
的 问题 [8]。 表 20.1 所 示 即 为 3 次 使 用 RF3 来 分 级 酵母 裂解 液 的 pH 列表 。 可 见 ,被 收 
集 在 同一 收集 管 中 的 RF3 分 级 产物 其 3 次 测定 的 pH 相差 <0.1, 大 多 数 都 在 0.05 以 
下 。 这 说 明 循 环 等 电 聚 焦 的 重复 性 是 相当 好 的 。 


表 20.1 REF3 分 级 产物 的 pH 的 重复 性 分 析 , 表 中 所 示 为 3 次 使 用 RF3 来 分 离 酵母 裂解 液 的 pH 
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4. 讨论 


除了 上 述 RF3 以 外 ,还 有 其 他 一 些 用 于 循环 等 电 聚 焦 的 仪器 来 分 离 蛋 白质 混合 
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物 [60-65 ,如 Tattanahallil6o] 等 所 应 用 的 一 种 等 电 聚 焦 仪 ,其 自动 化 程度 更 高 。 在 分 离 过 
程 中 实现 了 计算 机 控制 ,并 且 ; 各 个 组 分 的 pH 值 和 浓度 也 可 以 在 线 检 测 。 使 得 实验 过 程 
更 加 精确 。 使 用 RF3 分 级 后 ,再 把 蛋白 质 溶液 在 反 相 液 相 色谱 中 进行 分 离 ,也 是 一 个 很 
好 的 策略 ,经 液 相等 电 聚 焦 和 反 相 色谱 分 离 后 ,使 用 一 种 软件 可 以 把 蛋白 质 模拟 成 二 维 胶 
的 分 离 模式 se。 


二 、 毛 细 管 电泳 


与 等 电 聚 焦 类 似 , 毛细 管 电泳 也 是 一 项 具有 很 高 分 离 效率 的 分 离 技 术 ,20 世纪 90 年 
代 , 这 种 技术 被 广泛 应 用 于 DNA 分 析 。 人 类 基因 组 测序 最 终 能 够 提前 完成 ,很 大 程度 上 
也 要 归功 于 这 种 分 离 技 术 。 毛 细 管 电泳 的 基本 原理 在 本 书 的 前 面 章节 已 经 有 所 介绍 , 以 
下 将 主要 讨论 其 在 蛋白 质 组 学 研究 当中 的 应 用 。 


《一 ) 毛细 管区 囊 电 泳 


毛细 管区 带电 泳 是 毛细 管 电泳 各 种 模式 中 应 用 最 为 广泛 的 微分 离 技术 ,对 肽 段 和 蛋 
白质 的 分 离 中 可 达到 10? 理 论 塔 板 高 度 。 这 意味 着 毛细 管区 带电 泳 的 峰 容 量 应 该 是 10” 
数量 级 ,但 由 于 缓冲 浴 液 的 pH 是 相对 固定 的 ,不 可 能 所 有 的 肽 段 等 电 点 都 在 这 个 pH 的 
附近 。 所 以 ,实际 上 ,毛细 管区 带电 泳 一 次 可 以 分 开 的 肽 段 并 没有 理论 上 这 么 大 。 但 是 ， 
一 些 研究 小 组 还 是 利用 这 种 技术 进行 了 相关 的 研究 ,不 过 绝 大 多 数 研 究 对 象 都 相对 简单 。 
例如 ,He 等 "56 将 两 种 乳 球 蛋 白 用 胰 蛋 白 酶 、 胃 有 蛋白酶 和 胰 凝 乳 蛋白 酶 柱 上 酶 解 在 20 支 
毛细 管 中 , 在 40 min 内 ,以 MKEC 的 方式 ,二 极 管 阵列 检测 ,检测 出 了 这 两 种 蛋白 质 的 酶 
解 肽 段 。 实 际 上 ,由 于 毛细 管 电泳 与 质谱 接口 之 间 的 技术 问题 还 没有 得 到 很 好 解决 ,所 以 
毛细 管 电泳 和 质谱 联 用 技术 在 蛋白 质 组 学 研究 中 的 应 用 也 在 一 定 程度 上 受到 了 限制 。 不 
过 ,Bindilal] 等 以 甲酸 胺 为 缓冲 溶液 ,在 低 pH 下 分 离 了 几 种 标准 蛋白 质 的 酶 解 产物 , 然 
后 电 喷雾 -四 极 杆 - 飞 行 时 间 串 联 质谱 分 析 , 成 功 鉴定 出 了 这 些 蛋 白质 。WetterhalllG] 等 
人 采用 毛细 管区 带电 访 和 电 喷 雾 - 传 里 叶 离 子 回 旋 共 振 加 速 器 联 用 ,对 胰 和 蛋白 本 酶 解 脑 俏 
液 所 得 的 肽 段 做 了 分 析 , 结 果 在 95% 的 可 信和 度 和 小 于 5 ppm 的 质量 测量 误差 范围 内 , 鉴 
定 出 了 30 种 蛋白 质 。 有 关 CE-MS 的 综述 见 参考 文献 [69,70]。 


《一 ) 毛细 管 等 电 聚 焦 


毛细 管 等 电 聚 焦 已 经 被 应 用 了 近 30 年 ,也 被 认为 是 所 有 一 维 分 离 方法 中 具有 最 高 分 
离 效率 的 手段 。ShenL70 对 胰 蛋 白 酶 酶 解 酵母 胞 液 所 得 的 样品 进行 分 析 , 在 0.045 cm( 毛 
细 管 总 长 ) 的 区 带宽 度 内 得 到 了 半 峰 宽 小 于 3s 的 样品 峰 , 最 小 区 分 等 电 点 ApI 是 0.005， 
峰 容 量 接近 1 000。 但 是 ,40 min 的 分 离 时 间 显得 耗 时 稍 长 。 接 着 ,在 对 疡 radiodurarxs 
细胞 裂解 液 中 的 蛋白质 进行 分 析 的 过 程 中 ,他 们 又 报道 了 峰 容 量 大 约 在 800 的 CIEF 分 
离 [2]。 结 果 在 pH3.0 一 8.8 范围 内 ,鉴定 出 了 210 个 样品 峰 ,Apr 达到 0.004。Manabe 
等 [31 在 内 径 75 pm 长 27 cm 内 壁 键 合 了 到 丙 烯 酰胺 的 毛细 管内 ,以 CIEF 的 方式 分 离 了 
人 脑 兰 液 中 的 蛋白 质 混合 物 ,鉴定 出 了 70 种 蛋白 质 。 与 此 同时 ,一些 研究 小 组 还 研究 了 
毛细 管 管 壁 改 性 情况 对 分 离 效率 的 影响 。Shen 等 [4 发 现 , 亲 水 性 的 内 表面 更 适合 CIEF 
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对 蛋白 质 的 分 离 ,他 们 先 使 用 了 内 表面 固定 纤维 素 的 毛细 管 作为 等 电 聚 焦 的 载体 ,发现 最 
小 区 分 等 电 点 为 0.018 一 0.013 ,而 当 使 用 线性 聚 丙 烯 酰胺 改 性 的 毛细 管 在 pH 3 一 10 范 
围 内 ,对 Deizococcxs raadiodzxzazs 中 的 和 蛋白质 进 行 分 离 时 ,最 小 区 分 等 电 点 则 达到 了 
0.004, 峰 容量 为 800。 值得 指出 的 是 ,为 了 避免 样品 沉淀 ,CIEE 所 用 的 样品 浓度 一 般 小 于 
0.1wg/ 亿 ,为 了 增 大 上 样 量 , 一 些 研 究 小 组 04 采用 了 相对 长 度 较 长 内径 较 粗 的 毛细 管 ， 
在 不 显著 影响 分 离 效率 的 前 提 下 ,上 样 量 也 达到 了 10 由 以 上 ,也 就 是 10 wg 左右 ,也 得 到 
了 较 好 的 分 离 结果 。 同 时 ,由 于 CIEF 是 在 毛细 管内 进行 的 等 电 聚 焦 , 所 以 ,对 采用 2D- 
PAGE 无 法 分 离 的 超大 蛋白质 也 具有 分 离 能 力 。 因 此 ,除了 对 多 肽 和 蛋白质 的 分 离 ， 
CIEF 还 成 功 地 应 用 于 蛋白 质 复合 体 的 分 离 ,相关 进展 见 参 考 文献 [75 一 77]。 


三 ) 多 维 毛细 管 电泳 


与 多 维 液 相 色谱 相 比 ,多 维 毛 细 管 电泳 在 蛋白 质 组 研究 中 的 应 用 正 处 于 起 步 阶 段 。 
Sheng 等 [8] 利 用 MEKC( 胶 束 电 动 色谱 ) 和 CIEF 在 线 联 用 ,在 4min 内 完成 了 对 一 种 蛋白 
质 水 解 产物 的 浓缩 、 分离 和 检测 。 系 统 通 过 十 通 阀 对 一 维 的 流出 组 分 进行 收集 和 脱盐 处 
理 , 同 时 与 和 CIEF 连接 的 八 通 阀 相连 作为 接口 ,如 图 20.7 所 示 。MohanL79] 等 则 通过 微 
透析 界面 实现 了 CIEF 和 CZE 的 联 用 ,并 将 该 模式 应 用 于 和 蛋白质 水 解 肽 的 分 析 中 , 峰 容 量 
可 以 达到 1 600 左右 。 由 于 在 不 同 模式 的 毛细 管 电泳 技术 切换 流动 相 还 有 不 少 技术 性 的 
难题 未 解决 ,因此 多 维 毛细 管 电泳 的 使 用 还 处 于 探索 阶段 。 
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图 20.7 2DMEKCCIEF 分 离 模 式 路 线 图 


〈 四 ) 毛细 管 电泳 - 液 相 色 谱 联 用 


多 维 HPLC-CE 分 离 系 统 最 初 是 由 Jorgenson 等 于 1993 年 [80,80 提 出 的 ,当时 他 们 设 
计 了 两 种 接口 , 即 浆 [ 环 设 计 (valveMloop design) ,如 图 20.8 所 示 ; 横 疝 流 动 界面 (trans- 
verse flow gating interface) ， 如 图 20.9 所 示 。 

后 来 ,他 们 又 利用 这 两 种 接口 实现 了 2D-RPLC-CZELs2,81] 和 3D-SEC-RPLC-CZEL5]。 
1997 年 ,他 们 改进 了 HPLC 和 CE 的 接口 部 分 [841 ,但 是 进 样 过 程 中 的 样品 稀释 和 堆积 样 
品 需要 流出 液 较 多 的 问题 比较 突出 。Chen 等 [5 以 微 进 样 器 作为 接口 建立 了 CIEF 和 毛 
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聚 四 氟 乙 烯 热 (127wm 厚 ) 
图 20.9 2D HPLC-CE 联 用 中 的 横向 流 控 界面 设计 


细 管 反 相 液 相 色谱 的 二 维 分 离 系统 ,在 对 果 蝇 唾液 腺 中 提取 的 多 肽 样品 进行 分 析 时 ,可 以 
在 8h 内 获得 1800 的 峰 容 量 。 而 且 实 验 中 还 观察 到 了 不 同时 期 提取 的 样品 之 间 的 差异 。 
在 磷酸 化 肽 段 的 研究 中 , CZE 也 成 功 地 和 IMAC-MS 联 用 [86.87] ,检测 限 可 以 达到 28 
fmol， 是 2D-PAGE 的 1Z20;。 在 离线 分 析 方面 ，Figeys 等 !&8] 以 IMAC-SPE-CZE-MSVXMS 
实现 了 对 蛋白 质 后 转录 阶段 修饰 的 研究 。Issaq 等 [8 也 实现 了 HPLC 和 CZE 的 离线 多 维 
分 离 。 采 用 这 种 方法 不 仅 可 以 对 HPLC 的 流出 组 分 进行 浓缩 ,而 且 还 可 以 通过 96 通道 
CZE 来 缩短 蛋白 质 水 解 产 物 和 细胞 提取 物 的 分 析 时 间 。Tong[%90] 等 采用 了 如 图 20.10 所 
示 的 设计 实现 了 LC-CE-MS 的 联 用 ,对 酵母 核糖 体 上 的 蛋白 质 做 了 分 析 鉴 定 。 具 体 做 法 
是 :首先 ,样品 酶 解 以 后 被 酸化 ,得 到 的 肽 段 在 填充 了 ODS 的 SPE 预 柱 内 富 集 , 然 后 用 有 
机 溶剂 的 台阶 式 梯度 洗 脱 将 肽 段 冲洗 至 内 壁 已 有 涂 层 的 毛细 管内 ,CE 模式 分 离 后 进入 质 
谱 检 测 。 


(五 ) 毛细 管 电泳 心 户 


微型 化 分 析 仪器 由 于 具有 高 效率 ,高 通 量 .试剂 消耗 少 等 优点 ,近年 来 发 展 十 分 迅速 。 
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.图 20.10 2D HPLC-CE-MS 用 于 酵母 核糖 体 蛋 白质 酶 解 肽 段 分 析 的 技术 路 线 


毛细 管 电泳 芯片 最 早 是 由 Hofmann 等 50 于 1999 年 设计 并 建立 的 。 他 们 在 玻璃 板 上 构 
造 了 200 pm 宽 、10 wm 深 、7 cm 长 的 多 通道 ,对 已 标签 的 多 肽 和 蛋白 质 进 行 了 等 电 聚 焦 分 
离 ,5min 内 峰 容 量 达 到 了 30 一 40, 理论 塔 板 高 度 为 0.4pm。 在 此 以 后 ,一 些 研究 小 
组 ![ 史 -9 通过 特殊 的 死 体积 很 小 的 连接 装置 实现 了 毛细 管 电泳 芯片 和 电 喷 雾 质 谱 的 联 
用 ,示意 图 见 图 20.11GottschlichL95] 等 将 蛋白 质 的 在 线 酶 解 、 分 离 、 柱 后 衍生 等 技术 引入 
了 毛细 管 电泳 芯片 ,在 总 计 15 min 的 分 析 时 间 内 ,以 1min 为 分 离 时 间 ,完成 了 对 胰 和 蛋白 
酶 酶 解 的 胰岛 素 的 氧化 BChain 的 分 析 。Ramsey[%6.27] 的 研究 小 组 在 玻璃 芯片 上 将 
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图 20.11 芯片 上 的 多 维 毛细 管 电泳 分 离 技术 
(a)2D MEKC-CZE; (b)2D MEKC-CZE 对 Bovine hemoglobin 酶 解 肽 段 的 分 析 ; (c)2D IEC-CIEF 
站 447 四 


MEKC 的 流出 组 分 快速 引入 CZE 中 ,实现 了 时 间 上 的 多 维 分 离 , 如 图 20.11 所 示 。 最 近 
他 们 通过 进一步 优化 分 离 通道 的 拐角 形状 和 尺寸 、 提 高 一 维 组 分 的 采集 速率 及 减少 进 样 
区 带 的 方法 ,将 整个 系统 对 肽 分 离 的 峰 容 量 提高 到 4 500 ,分 析 时 间 液 缩短 至 1$ min 内 。 
2003 年， Wangl8] 等 通过 在 毛细 管 电泳 芯片 上 使 用 interferometric backscatter 检测 ,将 未 
标签 的 蛋白 质 的 检测 灵敏 度 提 高 到 attomole 级 。 


第 四 节 ”毛细管 电 色谱 及 其 在 蛋白 质 组 学 
研究 中 的 初步 应 用 


一 、 毛 细 管 电 色谱 简介 


毛细 管 电 色谱 是 一 项 新 兴 的 微分 离 技术 ,最初 是 通过 在 毛细 管内 填充 液 相 色谱 填料 ， 
在 毛细 管 两 端 加 以 高 电压 ,以 电 渗流 驱动 流动 相 , 根 据 溶 质 在 固定 相 上 的 保留 强 弱 和 电泳 
消 度 的 大 小 不 同 而 实现 分 离 。 由 于 毛细 管内 有 色谱 固定 相 , 电 渗流 驱动 的 流动 相 流 型 是 
模子 型 的 ,因此 ,这 种 微分 离 技术 在 具有 高 效 液 相 色谱 的 高 选择 性 的 同时 ,又 具有 和 毛细管 
电泳 的 高 效 性 ,已 成 为 分 析 化 学 界 近 年 来 比较 关注 的 领域 。 根 据 毛 细 管 内 固定 相 种 类 的 
不 同 ,毛细 管 电 色 谱 又 有 开 管 、 填 充 和 原 位 柱 之 分 。 毛 细 管 电 色谱 诞生 之 初 的 应 用 领域 主 
要 是 对 中 性 小 分 子 化 合 物 的 分 离 ,但 是 随 着 这 种 技术 在 方法 学 上 的 逐步 完善 ,更 多 的 分 离 
模式 和 固定 相 被 相继 采用 。 当 前 ,毛细管 电 色谱 在 生物 学 领域 内 也 有 了 初步 的 应 用 ,但 只 
局 限于 比较 简单 的 样品 ,在 此 简介 这 种 微分 离 技术 在 蛋白 质 和 多 肽 分 离 方 面 的 应 用 。 


-、 毛 细 管 电 色谱 在 蛋白 质 和 多 肽 分 离 中 的 应 用 


蛋白 质 和 多 肽 等 生物 样品 ,表面 带电 情况 比较 复杂 ,而 毛细 管 电 色谱 的 固定 相 表 面 又 
是 带 有 一 定 的 正 电 和 荷 或 者 负电 荷 的 (否则 电 渗流 将 无 法 产生 ) ,两 者 之 间 可 能 会 存在 一 定 
的 吸附 作用 。 因 此 ,尽量 减少 甚至 避免 这 种 静电 相互 作用 就 成 为 毛细 管 电 色谱 分 离 生 物 
样品 的 关键 。 

电 色 谱 中 最 常用 的 是 填充 柱 ; Unger 等 !%-100 研 究 了 一 系列 含 苯 环 的 肽 段 在 以 硅胶 
为 基质 的 烷 基 反 相 毛细 管 电 色谱 柱 和 在 固定 相 上 含有 磺 酸 基 团 的 毛细 管 反 相 柱 上 的 保留 
行为 。 为 了 减 小 吸附 ,整个 分 离 过 程 使 用 pH 较 低 的 缓冲 溶液 ,并 在 流动 相 中 添加 了 较 高 
浓度 的 盐 , 结果 引起 了 不 可 忽视 的 焦耳 热效应 , 且 分 离 时 间 偏 长 。Ye 等 402 以 强 阳 离子 
交换 色谱 固定 相 作为 毛细 管 电 色 谱 的 固定 相 ,在 3.5 min 内 分 离 了 10 种 小 肽 ,最 高 柱 效 
达到 46 万 ,但 是 这 些小 肽 的 长 度 大 多 为 2 一 3 个 氨基 酸 ,对 蛋白 质 组 学 研究 暂时 还 没有 太 
大 意义 ,而 且 由 于 和 强 阳 离子 表面 静电 吸附 作用 的 缘故 ,这 种 模式 对 碱 性 小 肽 没有 分 离 能 
力 。 后 来 ,Ye 等 44031 又 采用 动态 改 型 电 色 谱 成 功 分 离 了 碱 性 小 肽 。 

在 开 管 柱 方面 ,Pesek 等 11404] 以 十 八 烷 基 和 胆固醇 基 修 饰 毛细 管内 表面 ,分 离 了 一 些 
简单 的 小 肽 和 蛋白 质 混合 物 。Huang 等 0405] 将 毛 甲 基 茶 乙烯 -二 乙烯 基 苯 聚 合 物 引 入 毛 
细 管 内 表面 ,然后 再 对 聚合 物 改 性 ,引入 季 胺 和 Cl12 基 团 ,以 PLOT(porous layer open 
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tublar)CEC 模式 分 离 了 肽 段 的 混合 物 ,结果 显示 比 CE 有 更 高 的 分 离 效 率 。Xu 等 006 则 
在 毛细 管内 表面 引入 固定 化 的 天 冬 氮 酸 ,等 度 洗 脱 了 几 种 标准 蛋白 质 的 混合 物 , 超 过 了 
HPLC 梯度 洗 脱 的 效果 。 

在 原 位 柱 方面 ,1997 年 ,Palm 和 Novotny0o] 在 Cl12 衡 生 后 的 多 孔 聚 丙烯 酰胺 -乙烯 
基 乙 二 醇 - 两 烯 酸 原 位 柱 上 等 度 洗 脱 分 离 了 $ 种 含 Tyr 的 长 度 不 同 的 肽 段 ; 而 实际 上 ,为 
了 避免 样品 在 固定 相 上 的 吸附 ,使 用 原 位 柱 对 肽 段 和 蛋白质 的 分 离 主要 是 以 “Counter-di- 
rection "模式 进行 的 , 即 采用 表面 带 正 电荷 的 固定 相 , 在 低 pH 下 进行 分 离 。 这 样 电 渗流 的 
方向 是 流向 正极 的 ,而 低 pH 下 肽 段 或 者 蛋白 质 的 电泳 方向 是 流向 负极 的 。Ericson 和 
Hijertenll08] 在 pH 2.0 条 件 下 在 表面 带 有 季 胺 盐 的 和 Cl18 基 团 的 原 位 柱 上 分 离 了 几 种 标 
准 蛋白 质 。Horvath 等 '!% 则 通过 衍生 化 使 聚 苯 乙 烯 - 二 乙烯 基 葵 表面 带 有 三 级 胺 和 
C18 基 团 ,然后 在 pH 3.0 条 件 下 分 离 了 肽 段 ,之 后 再 衍生 三 级 胺 成 为 季 胺 盐 ,分 离 了 核糖 
核酸 酶 胰岛 素 、 乳 白 蛋 白 \ 肌 血球 素 和 4 种 血管 紧缩 素 。 在 此 之 后 ,他 们 在 毛 甲 基 葵 乙 
烯 一 甲 级 丙烯 酸 乙 二 醇 酯 的 整体 柱 上 引入 丁 基 季 胺 盐 ,等 度 洗 脱 条 件 下 成 功 得 出 了 胰 蛋 
白 酶 酶 解 的 细胞 色素 C 的 肽 谱 [401。 除 了 这 种 模式 以 外 ,Wu 等 504321 还 报道 了 以 反 相 - 
离子 交换 混合 模式 和 以 电泳 驱动 的 电 色谱 模式 分 离 小 肽 ,从 方法 学 上 丰富 了 CEC 的 模 
成 
在 CEC 芯片 方面 , Regnier 等 04143041 通过 阵列 的 “配置 原 位 支持 结构 ”(collocate 
monolith support strcture,COMOSS) ,以 CEC 模式 分 离 了 胰 和 蛋白酶 酶 解 的 标准 蛋白 质 肽 
段 。 接 着 ,Slentz 等 015] 又 将 COMOSS 引入 了 聚 二 甲 氧 硅烷 (PDMS) ,在 这 种 芯片 上 , 菊 
光标 记 的 BSA 胰 蛋 白 酶 酶 解 产 物 被 成 功 分 离 , 柱 效 达到 40 万 An。2003 年 ,Slentz 等 !161 
将 金属 丈 合 色谱 固定 相 和 反 相 固定 相 引 入 COMOSS 芯片 ,并 巧妙 地 解决 了 塞 子 (frits) 的 
制作 问题 ,成功 实现 了 标准 蛋白 质 经 胰 和 蛋白酶 解 后 含 组 氨 酸 残 基 肽 段 的 分 离 。 

另外 ,近年 来 CEC 和 质谱 联 用 以 及 梯度 洗 脱 方面 也 取得 了 进展 。 从 以 上 对 电 色 谱 在 
多 肽 和 蛋白 质 分 析 领 域内 应 用 的 情况 可 以 看 出 ,这 种 技术 还 有 待 于 进一步 发 展 , 才 能 适应 
蛋白 质 组 学 研究 的 需要 。 
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蛋白 质 组 学 的 迅猛 发 展 给 分 离 科学 特别 是 分 析 化 学 提出 了 日 益 紧 人 迫 的 发 展 要 求 ,新 
技术 、 新 方法 .新 手段 也 就 应 运 而 生 。 原 有 的 双向 凝 胶 电 泳 技术 虽然 在 蛋白 质 的 分 离 纯化 
方面 仍 具有 不 可 比拟 的 优势 ,但 是 非 凝 胶 分 离 技 术 ,现在 已 经 不 能 被 简单 地 认为 是 双向 凝 
胶 电 泳 这 种 古老 的 分 离 方法 的 补充 了 。 在 这 些 非 凝 胶 分 离 技术 当中 ,多 维 分 离 模式 联 用 
地 诞生 ,为 复杂 样品 的 分 离 提 供 了 更 好 的 选择 性 和 更 高 的 分 离 效率 。 但 是 由 于 这 些 模式 
之 间 本 身 存 在 着 一 定 程度 的 不 兼容 或 难 兼容 ,在 一 定 程度 上 制约 这 些 方法 的 组 合 和 使 用 。 
因此 ,各 种 分 离 模式 之 间 的 接口 选择 和 设计 就 成 了 这 些 技 术 进 一 步 发 展 的 关键 。 

随 着 材料 学 的 不 断 发 展 ,一 些 功能 更 强 的 新 型 分 离 介质 和 分 离 方法 也 必 将 在 蛋白 质 
组 学 的 研究 领域 内 发 挥 重 要 作用 。 原 位 柱 由 于 其 内 部 孔径 结构 易于 控制 ,表面 化 学 性 质 
也 易于 修饰 ,所 以 可 以 按照 分 离 目的 的 不 同 合成 具有 特殊 孔 结构 和 表面 化 学 性 质 的 有 机 
或 无 机 聚 合 物 , 具 有 广泛 的 应 用 前 景 。 而 且 , 就 地 聚合 的 特点 也 为 其 在 芯片 方面 的 应 用 铺 
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芯片 技术 具有 高 通 量 高 效率 、 成 本 低 等 优势 ,一 旦 在 蛋白 质 组 学 方面 获得 大 规模 应 


用 ,对 整个 生命 科学 ,将 起 到 意 想不到 的 推动 作用 。 但 是 目前 的 蛋白 质 芯片 技术 实际 上 还 
处 于 初步 发 展 时 期 。 虽 然 化 学 腐蚀 、 光 刻 技术 等 微机 电 加 工 技术 为 芯片 的 制造 提供 了 便 
利 条 件 , 但 是 这 些 技术 一 般 实 验 室 还 难以 掌握 ,也 在 一 定 程度 上 制约 了 其 发 展 。 


久 的 将 来 , 随 着 各 种 技术 的 不 断 发 展 和 完善 ,这 些 非 凝 胶 分 离 技术 将 会 更 大 程度 地 促进 蛋 、 


总 之 , 非 凝 胶 分 离 技术 在 蛋白 质 组 学 研究 中 正在 发 挥 着 越 来 越 重要 的 作用 ,相信 在 不 


白质 组 学 的 研究 。 
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第 二 十 一 章 恒 日 质 相 闷 作 用 和 蛋白 质 蕊 片 
第 一 节 蛋白质 相互 作用 
= 人 概况 


随 着 人 类 基因 组 测序 工作 的 完成 ,生命 科学 进入 了 后 基因 组 和 蛋白质 组 时 代 。 因 此 ， 
作为 其 中 一 部 分 的 蛋白 质 相 互 作 用 的 研究 显得 愈 来 愈 重要 。 生 命 活 动 的 过 程 与 蛋白 质 之 
间 的 相互 作用 密 不 可 分 。 例 如 ,DNA 合成 .基因 转录 激活 、 蛋 白质 翻译 、 细 胞 周期 调控 、 信 
号 传导 等 重要 的 生命 过 程 均 涉 及 到 蛋白 质 复合 体 的 作用 。 我 们 以 Wnt 信和 号 通路 为 例 来 
说 明 [。Want 通路 是 一 条 保守 性 很 强 的 信号 通路 ,该 通路 调节 控制 了 许多 生命 过 程 ,如 
细胞 形态 与 功能 的 分 化 与 维持 ,免疫 ,应 激 ,细胞 癌变 与 细胞 凋 亡 ,等 等 。Wnt 信和 号 通路 
的 作用 分 子 包 括 :Want 蛋白 家 族 成 员 卷曲 (frizzled) 和 蛋白 .Dishevelled 蛋白 `B- 联 蛋白 (B- 
catenin)、 轴 和 蛋白 (axin)、 结 肠 癌 抑 制 因 子 (APC)、 糖 原 合 酶 激酶 (GSK3B)、B-TrCP 蛋白 、 淋 
巴 增强 因子 (LEF) 人 细胞 因子 (TCF) 等 。 当 没有 Want 信号 时 ,GSK3B、APC axin 组 成 破 
坏 复 合体 ,使 B- 联 蛋白 被 磷酸 化 ,最 终 泛 肽 化 而 降解 。 细 胞 核 内 ,转录 抑制 因子 Groucho 
家 族 成 员 与 转录 因子 TCF 形成 复合 物 ,通过 HMG 框 结合 在 靶 基 因 上 ,抑制 靶 基 因 的 转 
录 。 当 有 Wnt 信号 传人 时 ,通路 中 的 下 游 分 子 Dsh 抑制 了 破坏 复合 体 的 作用 ,B- 联 蛋白 
在 胞 质 中 积累 进入 核 内 ,TCF 与 人 核 的 B- 联 蛋白 结合 ,导致 其 与 Groucho 的 结合 下 降 , 从 
而 去 除 抑制 作用 ,激活 了 驾 基 因 的 转录 (图 21.1)。 
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卷曲 蛋白 卷曲 蛋白 
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图 21.1 Wnt 信和 号 通路 
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蛋白 质 相 互 作 用 包括 三 方面 。 一 是 多 亚 基 蛋白 质 的 形成 , 即 分 离 纯化 后 可 得 到 两 个 
或 多 个 不 同 组 分 。 例 如 血红 素 ` 色 氢 酸 合成 酶 .下 . coli 的 DNA 合成 复合 体 等 。 二 是 多 成 
分 的 蛋白 质 复 合 物 , 如 核 孔 复合 体 、 剪 接 体 、 纺 锤 体 等 。 三 为 瞬时 的 蛋白 质 相 互 作 用 ,控制 
着 一 些 重要 的 细胞 内 活动 。 所 有 的 蛋白 质 修饰 过 程 都 需要 这 类 相互 作用 。 如 蛋白 激酶 、 
蛋白 磷酸 酶 、 糖 基 转 移 酶 .乙酰 基 转 移 酶 蛋白酶 等 酶 与 各 自 蛋 白质 底 物 之 间 的 相互 作用 。 
这 类 相互 作用 几乎 参与 调节 了 细胞 内 基本 生命 活动 的 所 有 形式 ,如 细胞 生长 、 细 胞 周期 、 
代谢 途径 、 信 和 号 传导 等 。 除 了 蛋白质 修饰 以 外 ,其 他 过 程 如 转录 复合 体 与 特定 启动 子 的 结 
合 、 蛋 白质 的 跨 膜 运输 、 新 生 肽 链 的 折 释 也 包含 了 瞬时 的 蛋白 质 相互 作用 。 


二 、 蛋 白质 相互 作用 研究 策略 和 方法 
(一 ) 生化 方法 

1. 蛋白 质 亲 和 层 析 

在 一 定 的 条 件 下 , 某 种 蛋白 质 可 以 共 价 连接 在 基质 如 琼脂 糖 (Sepharose) 上 ,用 以 结合 
抽 提 物 中 能 与 该 种 蛋白 质 结合 的 配 体 蛋 白质 。 抽 提 物 过 柱 后 ,用 低 盐 溶 液 洗 脱 下 未 结合 
的 物质 ,然后 用 高 盐 溶 液 或 SDS 洗 脱 下 结合 在 柱子 上 的 蛋白 质 (图 21.2)。 有 时 污染 物 的 
存在 会 影响 相互 作用 的 结果 ,因此 蛋白质 纯 化 是 蛋白 质 亲 和 层 析 成 功 的 前 提 。 获 得 纯化 
蛋白 质 的 一 个 简单 方法 是 利用 融合 蛋白 ,目前 常用 的 为 谷 胱 甘 肽 S 转移 酶 (glutathione S 
transferase,GST) ,可 以 在 谷 胱 甘 肽 -琼脂 糖 (agarose) 柱 上 纯化 习 。 其 他 的 还 有 Stappylo- 
coccas 蛋白 A 可 在 含 IgG 的 柱 上 纯化 ; 含 少数 组 氨 酸 的 肽 段 在 镍 柱 上 纯化 ;麦芽 糖 结合 蛋 
白 可 在 含 直 链 淀粉 的 柱子 上 纯化 。 在 亲 和 柱 上 ,可 以 利用 纯化 的 融合 蛋白 以 两 种 方式 检 


测 相互 作用 B-71。 一 种 是 将 融合 蛋白 共 价 连接 在 树脂 上 ,让 抽 提 物 过 柱 。 二 是 把 融合 蛋 
白 非 共 价 地 结合 在 珠子 (bead) 上 ,使 抽 提 物 和 珠子 混合 在 一 起 。 

利用 蛋白 质 亲 和 层 析 来 检测 蛋白 质 相 互 作用 有 以 下 人 
优点 。@ 灵 敏 度 高 。 在 高 浓度 固定 蛋白 质 的 条 件 下 ,可 以 攻 2 


检测 微弱 的 相互 作用 (结合 常数 为 10-5molML)Ls] ,而 生理 
上 相关 的 最 微弱 的 相互 作用 在 10-3mol/L 范围 内 。@@ 可 
以 同时 检测 抽 提 物 中 的 所 有 和 蛋白 质 , 即 所 有 蛋白 质 与 固定 
蛋白 质 的 结合 机 会 均等 。@@ 通 过 构建 突变 体 , 可 以 检测 与 
特异 性 相互 作用 有 关 的 蛋白 质 结 构 域 或 关键 的 氨基 酸 残 
基 。 图 可 以 检测 多 亚 基 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 。 

虽然 蛋白 质 亲 和 层 析 技术 能 有 效 地 检测 蛋白 质 相互 Al 1 SA 
作用 ;但 是 也 存在 着 一 些 假 阳性 的 结果 。 原 因 可 能 有 以 下 。。。 和合 全 
几 点 。@ 电 荷 间 的 相互 作用 使 蛋白 质 与 检测 蛋白 质 结 合 未 结合 的 。 结合 微弱 的 。 结合 紧密 的 
在 一 起 ,可 以 利用 带 相同 离子 电荷 的 对 照 柱 来 消除 。@ 通 
过 也 蛋白 ,A 蛋白 与 检测 蛋白 质 间接 结合 。@@ 两 种 看 自生 全 站 有 生 和 长 放 和 
质 的 细胞 定位 不 同 ,但 是 在 人 为 条 件 下 , 却 能 以 高 特异 性 结合 。 一 个 著名 的 例子 就 是 肌 动 
蛋白 与 DNase IT 之 间 的 高 亲和力 [9]1。 


”7 ， 


2. 亲 和 印 迹 


蛋白 质 用 PAGE 胶 分 离 后 ,转移 到 硝酸 纤维 素 膜 上 ,然后 用 特异 性 的 蛋白 质 、 肽 段 或 
配 体 来 检测 膜 上 的 蛋白 质 。 该 技术 与 Western 印迹 有 些 类 似 , 只 不 过 Western 是 利用 抗 
体 作 为 探 针 。 复 杂 的 蛋白 质 混合 物 ,如 全 细胞 裂解 液 ,通过 该 技术 可 以 直接 分 析 ,而 不 需 
要 纯化 。 因 此 ,该 方法 特别 适合 于 分 析 膜 蛋白 ,如 细胞 表面 受 体 :!] 。 在 凝 胶 电 泳 之 前 ,可 
以 先 分 离 细 胞 裂解 物 以 提高 该 方法 的 灵敏 度 ,使 得 低 丰 度 蛋 白质 的 相互 作用 也 可 以 被 检 
测 到 。 

该 方法 涉及 到 以 下 几 个 关键 : 膜 上 有 蛋 白 质 的 生物 活性 、 蛋 白质 探 针 的 制备 、 检 测 方法 。 
通常 混合 物 在 有 SDS 存在 的 情况 下 分 离 ,而 在 印迹 时 需要 去 除 变性 剂 ,使 变性 蛋白 质 全 
部 或 部 分 复 性 。 如 果 蛋 白质 在 变性 后 无 法 复 性 , 那 就 需要 一 个 非 变性 的 胶 分 离 系统 。 蛋 
白质 探 针 的 制备 有 多 种 方法 。 探 针 可 以 用 放射 性 标记 ,也 可 以 用 生物 素 标记 ,或 者 使 用 亲 
和 标签 等 方法 。 


3. 免疫 共 沉 淀 


免疫 共 沉 淀 是 一 种 经 典 的 检测 蛋白 质 相 互 作用 的 方法 ,其 实验 过 程 比较 简单 。 裂 解 
细胞 后 ,加 入 抗体 ,抗原 被 沉淀 下 来 后 洗涤 ,去 除非 特异 性 结合 ,再 分 析 结 合 复合 体 。 抗 体 
可 以 是 单 克 隆 ,也 可 以 是 多 克隆 。 被 分 析 的 蛋 自 质 可 以 加 上 一 个 抗原 决定 乒 的 标签 如 
12CA5 .c-Myc, 便 于 用 特异 性 的 抗体 检测 。 

免疫 共 沉 淀 实验 的 真实 性 需要 以 下 几 条 标准 来 验证 。@ 抗 原 的 沉淀 是 由 于 本 身 抗体 
的 结合 引起 的 ,而 不 是 制备 中 被 污染 的 抗体 。 单 克隆 抗体 不 存在 这 个 问题 。 在 使 用 多 克 
隆 抗 体 时 ,需要 对 该 抗体 进行 预 处 理 , 即 将 抗体 与 不 包含 抗原 的 抽 提 物 混 合 在 一 起 ,去 除 
与 抗体 结合 的 污染 物 。@ 只 有 在 抗原 存在 的 情况 下 ,加 入 抗体 后 ,才能 检测 到 沉淀 蛋白 
质 , 即 抗体 本 身 不 识别 沉淀 蛋白 质 。 凶 这 种 相互 作用 是 否 直接 或 是 通过 第 三 个 重 日 质 引 
起 的 。@ 昌 相互 作用 发 生 在 细胞 内 , 而 不 是 细胞 裂解 的 结果 。 

免疫 共 沉 演 有 以 下 优点 。@ 与 蛋白 质 亲 和 层 析 一 样 , 它 检测 的 是 细胞 裂解 原液 中 所 
有 蛋白质 与 检测 蛋白 质 的 相互 作用 。@ 抗 原 和 抗体 的 相互 作用 是 在 生理 浓度 的 条 件 下 被 
检测 的 ,因此 过 量 表达 所 带 来 的 假 阳性 结果 可 以 被 排除 。@@ 可 以 检测 到 在 体内 形成 的 天 
然 复合 体 ,如 果 该 复合 体 无 法 在 体外 条 件 形成 。 四 天 然 状态 的 蛋白 质 如 果 经 过 翻译 后 修 
饰 ,依赖 于 或 不 依赖 于 修饰 的 蛋白 质 相 互 作 用 可 以 被 检测 到 。 虽 然 该 方法 应 用 广泛 ,但 是 
也 存在 着 一 些 缺 点 。D 有 时 免疫 共 沉 淀 的 蛋白 质 并 非 直接 相互 作用 。 例 如 ,El1A 与 p107 
可 相互 作用 [1 ,p107 与 cyclinA 可 相互 作用 [2,3],E1A 与 cyclinA 能 同时 被 免疫 沉淀 04] 。 
GO 与 其 他 方法 (如 蛋白 亲 和 层 析 ) 相 比 ,免疫 共 沉 淀 的 灵敏 度 不 高 ,这 是 由 于 抗原 浓度 低 于 
亲 和 层 析 中 的 蛋白 质 浓 度 造 成 的 。 


4. 化 学 交 联 法 


使 用 一 种 交 联 试剂 ,并 且 在 交 联 试剂 的 光 激 活 部 分 带 有 标记 ,将 该 试剂 耦 联 到 一 蛋 自 
质 上 , 耦 联 体 与 抽 提 物 温 育 在 一 起 。 如 果 抽 提 物 中 的 A 蛋白 能 与 耦 联 和 蛋白 质 发 生 相 互 作 
用 , 光 激 活 后 交 联 剂 的 一 部 分 就 结合 到 A 蛋白 上 。 加 入 还 原 剂 ,切割 交 联 试剂 ,使 A 蛋白 
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上 带 有 交 联 剂 上 有 标记 的 部 分 ,然后 通过 凝 胶 电泳 等 方法 分 析 该 蛋白 质 ( 图 21.3)。 第 用 
的 交 联 剂 有 : Denny-Jaffee 试剂 051,125 工 | S-[ N-(3-iodo-4-azidosalicyl ) cysteaminyl ]-2- 
thiopyridine| 即 IACH6 等 。 运 用 此 方法 ,国外 学 者 在 顶 体 完整 的 小 鼠 精 子 中 鉴别 了 一 
与 ZP3 结合 的 特异 的 分 子 质量 为 56 000Da 的 蛋白 质 51 ,并且 用 亲 和 层 析 获 得 同样 相对 
分 子 质 量 的 蛋白 质 。 
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21.3 化 学 交 联 法 示意 图 


利用 交 联 技术 检测 蛋白 质 相 互 作用 的 优点 在 于 :@ 它 能 检测 到 微弱 的 相互 作用 58]; 
四 能 检测 到 动态 过 程 不 同 阶段 与 不 同 蛋白 质 的 瞬时 相互 作用 ,如 糖 基 化 过 程 ;G 通 过 能 穿 
膜 的 交 联 试剂 , 交 联 可 在 体内 发 生 "s]。 但 是 该 技术 的 主要 缺陷 是 没有 选择 性 , 交 联 试剂 
可 与 近 范 围 内 的 蛋白 质 发 生 反 应 。 所 以 ,有 时 所 检测 到 的 蛋白 质 相 互 作用 可 能 是 个 假象 ， 
需要 通过 其 他 方法 来 验证 。 


s. 荧光 共振 能 量 转移 (fluorescence resonance energy transfer，FRET) 法 


FRET 是 一 个 无 辐射 .量子 级 能 量 转移 现象 , 它 指 的 是 当 一 个 荧光 分 子 ( 即 供 体 ) 受 到 
激发 时 ,能量 向 邻近 的 另 一 荧光 基 团 ( 即 受 体 ) 转 移 的 过 程 。 但 仅 当 受 体 与 供 体 间 的 距离 
小 于 10 nm 且 受 体 的 吸收 光谱 和 激发 光谱 有 重 到 时 , FRET 才能 发 生 。 并 且 随 着 光谱 重 
硬 的 增加 ,FRET 的 效率 将 增高 ,同时 FRET 可 能 发 生 的 距离 也 将 增加 09?1。 

荧光 基 团 距离 和 空间 取向 的 变化 ,将 引起 FRET 效率 的 改变 。 将 GFP 的 蓝 移 突变 型 
与 红 移 突 变型 和 一 段 特 异 的 多 肽 链 连接 起 来 ,通过 观察 两 个 波长 发 射 光 比 值 的 变化 ,来 记 
录 ERET 效率 的 变化 201。 单 细胞 的 FRET 效率 可 以 用 FRET 显微镜 得 到 ,而 多 细胞 的 
平均 FRET 可 以 用 荧光 光度 计 或 流 式 细胞 仪 得 到 。 

使 用 FRET 可 用 来 检测 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 ,将 两 蛋白 质 分 别 使 用 CFP/YFP( 或 
BFP/VGFP) 标 记 , 当 两 者 在 同一 细胞 中 表达 时 ,只 要 检测 到 FRET 发 生 , 则 证 明 两 蛋白 质 
间距 离 小 于 10nm, 存 在 相互 作用 。 此 方法 已 经 成 功 地 验证 了 CFP- 钙 调和 蛋白 与 M13-YFP 
融合 蛋白 间 、FHL3 与 FHL2 `EGF 受 体 与 Grb2 等 蛋白 质 之 间 相 互 作 用 [9-20 。 

GFP-FRET 将 活体 高 分 辩 率 观测 和 细胞 . 亚 细 胞 定位 相 结合 ,使 得 用 显微镜 观察 纳 
米 水 平 的 距离 变化 成 为 可 能 ,为 人 们 在 活体 中 观察 生物 大 分 子 的 相互 作用 提供 了 一 个 有 
效 的 方法 。 但 是 ,在 活体 GFP-FRET 的 研究 中 ,常常 存在 着 信号 太 弱 、 细 胞 自发 荧光 等 不 
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利 因 素 影响 实验 结果 。 
6. 生物 传感器 技术 , 即 BIA (biomolecular interaction analysis)-core 


生物 传感器 的 工作 原理 是 基于 表面 胞 质 共振 (surface plasmon resonance，SPR) , 即 配 
体 和 分 子 结合 时 会 引起 作用 表面 (平面 或 近似 平面 ) 折 射 率 的 变化 。 这 种 光 信 和 号 可 被 光 感 
受 器 接收 并 转换 成 电信 和 号 传送 到 计算 机 ,再 由 计算 机 还 原 为 模拟 的 生物 信号 。BIA-core 
以 共振 单位 (resonance unit，RU) 来 衡量 ,1 000RU 相当 于 每 平方 毫米 工 纳 克 的 质量 [2 。 

采用 生物 传感器 检测 芯片 上 配 体 与 待 检 分 子 的 结合 时 ,需要 考虑 很 多 参数 的 影响 ,如 
原料 输送 速率 、 配 体 种 植 密度 、 待 检 分 子 浓 度 , 以 及 这 种 结合 本 身 的 亲和力 大 小 等 。 原 料 
输送 速率 是 指 分子 从 输送 流 层 投递 到 芯片 表面 的 速率 。 这 些 参 数 可 直接 或 间接 地 被 实时 
测量 ,由 计算 机 推算 出 初始 结合 速率 。 

当 原 料 在 芯片 表面 流动 时 ,在 原料 输送 到 和 未 输送 到 的 界面 处 ,原料 输送 流 层 和 芯片 
表面 的 分 子 浓度 是 有 差异 的 。 现 代 生 物 传感器 采用 双 监 测 模型 ,应 用 两 套 实时 监测 设备 ， 
同时 对 二 者 进行 分 别 监测 !221 。 

BIA-core 除 具有 现代 生物 传感器 的 基本 特点 外 ,最 大 的 特色 在 于 其 附带 的 分 析 软 件 。 
它 内 置 若 干 描述 蛋白 质 相 互 作 用 的 方程 模型 ,在 模型 的 基础 上 根据 采集 的 数据 给 出 结合 
速率 对 各 参数 的 偏 微分 方程 ,计算 出 初始 结合 率 。 采 用 人 机 对 话 框 , 可 根据 要 求 作 图 和 给 
出 数据 。 同 时 生物 传感器 也 可 与 质谱 联 用 ,直接 监测 芯片 上 配 体 所 捕获 的 分 析 物 分 子 的 
相对 分 子 质量 (图 21.4)[23]。 
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图 21.4 _ BIA-core 工 作 原 理 示 意图 
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目前 ,BIA-core 被 广泛 应 用 于 检测 抗原 -抗体 相互 作用 [24-28 上 受 体 - 配 体 相互 作 
用 [2?-33] 蛋白 质 -核酸 相 互 作 用 [34,35]、 蛋 白质 -小 分 子 物质 相互 作用 6 等 。 同 时 BIA- 
core 也 可 应 用 于 监测 配 体 的 纯化 ,如 对 人 的 类 EPH 激酶 配 体 的 纯化 B7]。 


(二 ) 分 子 生 物 学 方法 
1. 酵母 双 杂 交 


酵母 双 杂 交 系 统 于 1989 年 由 Fields 和 Song 创立 ,是 用 来 研究 蛋白 质 与 蛋白 质 之 间 
相互 作用 的 简便 而 有 效 的 方法 ,又 称 为 "相互 作用 陷阱 ”381 。 双 杂交 系统 通常 在 酵母 细胞 
中 构建 ,首先 需要 构建 两 种 杂 合 反 式 作 用 因子 ,将 蛋白 质 X 与 报道 基因 转录 因子 的 特异 
BD( DNA binding domain,DNA 结合 结构 域 ,如 Gal4-BD, LexA-BD) 融 合 ,成 为 “诱饵 "和 蛋 
白 。 和 有 蛋白质 Y 与 特异 的 AD(activation domain ,转录 激活 结构 域 ,如 Gal4-AD,LexA-AD) 
融合 为 “猎物 "蛋白 。 当 编码 两 种 结构 域 的 基因 在 细胞 核 内 同时 表达 时 , 若 蛋 白质 X 和 了 
之 间 存 在 相互 作用 ,就 会 使 AD 和 BD 两 种 结构 域 的 上 游 活 化 序列 相互 接近 ,进而 激活 转 
录 过 程 ;使 报道 基因 得 到 表达 。 目 前 应 用 最 多 的 是 瓦 . coii 的 Lac2 基因 , 它 表 达 后 能 在 
X-Gal 的 培养 基 上 产生 蓝 色 菌 落 ,阳性 结果 易于 判断 。 除 此 之 外 ,营养 缺陷 型 筛选 也 应 用 
较 多 :通过 在 缺乏 相应 氨基 酸 ( 如 组 氨 酸 、 亮 氨 酸 ) 的 培养 基 上 菌落 生长 与 否 来 判断 瑟 s3、 
Lev2 等 报道 基因 是 否 表达 。 现 在 多 提倡 两 种 报道 基因 同时 应 用 , 即 颜色 筛选 与 营养 筛选 
同时 进行 。 双 杂交 系统 普遍 构建 于 酵母 细胞 中 的 原因 ,是 因为 酵母 细胞 便于 转化 ,结果 易 
于 筛选 ;而 且 内 源 性 酵母 蛋白 质 极 少 与 哺乳 细胞 靶 蛋 白质 结合 ,避免 了 对 文库 编码 蛋白 质 
的 干扰 。 

自 创 立 以 来 ,酵母 双 杂 交 体 系 迅 速 发 展 成 为 一 种 稼 规 的 分 子 生 物 学 技术 ,并 得 到 了 广 
泛 的 应 用 。 近 年 来 ,国外 学 者 在 原 有 的 酵母 双 杂 交 的 基础 上 ,发展 了 反 向 双 杂 交 体 系 (re- 
vetse two-hybrid system) 和 三 杂交 体系 (three-hybrid system)。 

(1) 反 向 双 杂 交 体 系 

反 向 双 杂 交 体 系 的 核心 在 于 构建 一 种 反 向 筛选 的 报道 基因 , 即 蛋 白质 间 特 异 相互 作 
用 所 激活 的 报道 基因 表达 能 阻碍 转化 体 生长 ,从 而 形成 发 现 蛋 白质 间 结 合 解 离 的 选择 环 
境 。 已 知 酵母 URA3 基因 产物 一 方面 为 合成 尿 喀 啶 所 必需 ,同时 又 能 催化 $-flouroorotic 
acid(5-FOA) 转 变 为 一 种 有 毒物 质 [39]( 图 21.5 A) 。 在 Vidal 等 构建 的 酵母 菌株 中 , URA3 
基因 的 表达 受到 含 Gal4 结合 位 点 的 启动 子 的 调控 [4]。 利 用 尿 喀 啶 的 缺陷 培养 可 以 筛选 
出 与 “诱饵 "蛋白 相互 作用 的 蛋白 质 (阳性 筛选 ) ,而 在 添加 了 5-FOA 的 培养 基 中 ,存在 蛋 
白质 相互 作用 的 菌株 却 会 因 毒素 作用 而 死亡 (阴性 筛选 ), 只 有 发 生 了 有 蛋白质 间 解 离 或 部 
分 解 离 的 转化 株 才 可 以 表现 出 抗 性 而 存活 。 另 一 反 向 筛选 系统 为 分 离 杂 交 体 系 (split-hy- 
brid system)[4]( 图 21.5 B) ,在 此 体系 中 存在 着 两 个 报道 基因 。 第 一 个 报道 基因 包含 着 
忆 .colii tet 抑制 子 (TetR) 的 编码 序列 ,第 二 个 报道 基因 为 瑟 s3, 启 动 子 区 插入 了 tet 操纵 
子 序 列 。 双 杂交 产生 的 相互 作用 激活 Tet 阻 遇 蛋白 ,从 而 抑制 阳性 筛选 标志 瑟 s3 的 表 
达 , 此 时 野生 型 相互 作用 使 宿主 细胞 表现 为 组 氨 酸 营养 缺陷 型 。 而 只 有 那些 作用 蛋白质 
间 已 发 生 解 离 或 部 分 解 离 的 转化 株 可 以 在 组 氨 酸 缺陷 的 培养 基 上 生长 。 

反 向 双 杂 交 体 系 作为 双 杂 交 体 系 的 补充 ,在 研究 蛋白 质 相 互 作 用 中 发 挥 着 日 益 重 要 
的 作用 。@ 〇 在 筛选 蛋白 质 突变 体 时 , 反 向 双 杂 交 体 系 能 从 大 量 突变 体 中 直接 筛选 出 导致 
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图 21.5 反 向 双 和 杂交 体系 


蛋白 质 间 相 互 作用 减弱 或 消失 的 突变 位 点 ,而 传统 的 利用 Luc 报道 基因 来 筛选 的 工作 量 
大 , 且 带 有 盲目 性 。@ 反 向 双 杂 交 能 够 发 现 可 导致 已 知 蛋白 质 间 特 异 相 互 作 用 发 生 解 离 
的 肽 类 或 其 他 小 分 子 物质 。@@ 传 统 双 杂 交 体 系 的 假 阳性 问题 来 源 于 文库 中 的 许多 片段 具 
有 自动 激活 报道 基因 表达 的 活性 。 如 果 能 够 应 用 反 向 双 杂 交 对 文库 进行 “ 预 清 除 “[42] , 则 
有 可 能 大 大 减轻 以 后 的 假 阳 性 鉴定 的 负担 。 
(2) 三 杂交 体系 

三 杂交 体系 是 在 双 杂 交 体 系 上 发 展 起 来 的 另 一 分 支 , 主要 用 于 研究 多 蛋白 质 复合 体 
之 间 的 相互 作用 !43-4]。 融 合 蛋白 BD-X 和 AD-Y 在 酵母 细胞 核 内 表达 时 ,同时 有 第 三 种 
蛋白 质 Z 表 达 。X 和 了 不 能 直接 发 生 相 互 作 用 ,必须 通过 桥梁 一 一 蛋白 质 Z,X 和 立 才 能 
发 生 相 互 作用 ,从 而 激活 下 游 报 道 基因 的 转录 (图 21.6)。 


下 

这 要 人 : 国人 

说 的 2 

0 
2 





DNA 结 合 位 点 报道 基因 
图 21.6 三 杂交 体系 


由 于 在 单个 酵母 细胞 中 ,传统 的 双 杂 交 体 系 只 能 研究 两 个 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 ,所 
以 ,在 研究 蛋白 质 复合 体 时 ,由 于 没有 复合 体 中 其 他 蛋白 质 的 作用 ,多 肽 链 可 能 会 暴露 出 
生理 状态 下 为 其 他 蛋白 质 所 履 盖 的 某 些 位 点 ,因此 造成 假 阳 性 或 假 阴 性 的 结果 。 而 在 三 
杂交 体系 中 ,加 入 表达 受到 调控 的 第 三 种 蛋白 质 可 以 使 蛋白 质 复 合体 的 相互 作用 更 符合 
生理 状态 。 因 此 ,三 杂交 体系 是 对 双 杂 交 系 统 的 一 个 有 益 补 充 。 以 此 为 基础 ,甚至 可 以 再 
构建 四 杂交 体系 和 反 向 三 杂交 体系 ,以 研究 更 广泛 的 蛋白 质 间 相互 作用 [9] 。 

同 以 往 研 究 蛋白 质 相 互 作用 的 实验 手段 相 比 , 双 杂交 系统 具有 独特 的 优势 。 融 合体 
蛋白 质 之 间 的 相互 作用 在 真 核 酵 母 细胞 内 进行 ,蛋白 质 有 可 能 保持 天 然 的 折 寿 状态 ,类 似 
其 在 体内 生理 状态 下 的 情况 ,这 是 其 他 体外 生化 检验 方法 所 缺乏 的 。 因 此 与 后 者 相 比 , 它 
所 证 实 的 蛋白 质 间 的 相互 作用 将 更 接近 于 体内 的 真实 水 平 。 双 杂交 系统 最 大 的 应 用 价值 
在 于 它 可 以 筛选 cDNA 文库 中 编码 与 已 知 蛋白 质 特异 作用 的 成 分 。 这 种 筛选 过 程 不 但 揭 
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示 了 许多 已 知 蛋 白质 之 间 的 未 知 作用 ,而且 有 助 于 发 现 许多 新 基因 。 双 杂交 系统 检测 到 
的 相互 作用 在 体内 发 生 ,不 需要 额外 的 纯化 步骤 。 此 外 , 它 能 检测 到 短暂 的 相互 作用 , 目 
前 被 广泛 应 用 于 信号 通路 的 研究 。 

但 是 ,酵母 双 杂 交 系 统 也 存在 着 一 些 局 限 性 ,包括 :中 它 只 研究 在 核 内 表达 的 蛋白 质 
的 相互 作用 ,融合 蛋白 的 构建 可 能 会 影响 到 和 蛋白质 本 身 的 活性 或 折 县 状态 ;@ 如 果 特 定 的 
翻译 后 修饰 在 酵母 细胞 中 不 发 生 , 则 不 能 检测 到 修饰 后 蛋白 质 的 相互 作用 ;@@ 许 多 蛋白 质 
与 BD 融合 后 ,具有 自 激 活 效应 ,导致 假 阳 性 结果 "71。 


2. 叭 菌 体 展示 


鸣 菌 体能 在 其 表面 表达 一 种 融合 蛋白 ,该 融合 蛋白 包含 外 源 肽 段 , 可 与 抗体 结合 [4 。 
通过 免疫 亲 和 纯 化 ， 融 合 型 " 吻 菌 体 得 到 富 集 。 将 文库 基因 构建 到 噬菌体 中 ,然后 躲 选 出 
与 特异 抗体 相互 作用 的 蛋白 质 , 这 一 过 程 被 称 为 " 淘 选 "。 抗 体 通常 固定 在 塑料 盘 上 ,不 能 
结合 的 唉 菌 体 被 洗 脱 掉 ,而 结合 的 噬菌体 被 保留 下 来 ,感染 下. co0; 。 经 过 几 个 周期 后 ,可 
以 富 集结 合 紧密 的 肽 段 的 DNA 序列 (图 21.7)。 

丝 状 鸣 菌 体 如 M13 \fd fl 在 其 表面 大 约 有 5 
个 拷贝 基因 编码 的 被 膜 蛋 白 , 因 此 异 源 的 DNA 
序列 可 以 插 人 到 该 基因 中 ,得 到 多 拷贝 的 融合 蛋 
白 ,被 称 为 “多 价 展示 ”。 而 另 一 编码 被 膜 蛋白 的 


基因 可 以 产生 2 700 个 融合 蛋白 的 拷贝 [9]。 通 
常情 况 下 ,多 价 展示 只 局 限于 小 肽 段 , 因 为 插 人 大 人 从 有 相 e 


随机 肽 序列 
启动 子 信和 号 序列 MI13 基 因 焉 
ER ICEDSEaLE Te CFRPCWEESE EC 


站 
Ra ANJ 有 ”月 二 区 
吓人 
= 一 -SO 一 一 


片段 会 影响 被 膜 蛋白 的 功能 和 噬菌体 的 感染 力 。 
在 研究 蛋白 质 相 互 作用 方面 , 叹 菌 体 展 示 有 

以 下 优点 。@ 高 度 的 选择 性 ; 每 一 周期 中 盘 选 出 卫 由 日 癌 日 日 品 昌 和 

的 唆 菌 体感 染 正 . coi 后 ,该 噬菌体 可 得 到 1 000 | 洗 脱 下 结合 紧密 的 肽 生 





倍 甚至 更 多 的 扩 增 。 几 次 循环 后 ,可 得 到 相互 作 人 从 

用 的 序列 。@@ 可 以 构建 大 的 噬菌体 文库 (10? 一 

108) , 亲 和 纯 化 可 在 高 浓度 ( >103 噬 菌 体 Anl) 下 

进行 [0]。G@ 通 过 改变 洗 脱 步骤 的 严格 性 ,来 评价 图 21.7 噬菌体 展示 
融合 蛋白 结合 的 特异 性 。 


但 是 该 方法 也 存在 着 一 些 缺 点 :四 多 价 展示 中 对 于 肽 段 大 小 的 限制 ;@ 和 蛋白 质 必 须要 
有 能 被 已. coii 分 泌 的 特性 ;@) 因 为 是 体外 实验 ,蛋白 质 在 宿主 细菌 中 有 时 无 法 正确 折 笃 
或 修饰 ;四 构建 的 融合 蛋白 会 影响 到 有 蛋白质 本 身 的 活性 。 

( 杰 ) 通 余 字 万 这 

1. 基因 外 抑制 子 

抑制 子 的 突变 能 部 分 或 全 部 逆转 原 有 突变 ,使 之 成 为 正常 表 型 。 如 图 21.8 所 示 , 野 
生 型 蛋白 质 X\Y 能 发 生 相 互 作 用 , 当 X 突 变 时 ,X* 与 立 不 发 生 作 用 ,而 当 立 也 突变 后 ， 
突变 体 X* 和 YY* 又 能 重新 形成 二 聚 体 , 恢 复原 有 的 相互 作用 。 


该 方法 应 用 于 线虫 (Czezorhabditis elegaxs ) 的 研究 , 因 其 个 体 数量 巨大 ,可 以 进行 大 
.46 . 


sd 长 


人 蛋白 质 X 的 突变 突变 体 之 间 
阻止 相互 作用 的 相互 作用 


图 21.8 基因 外 抑制 子 分 析 


范围 的 筛选 [34。 如 果 得 到 一 个 温度 敏感 型 的 突变 型 ,可 以 把 它 转移 到 限制 温度 下 选择 抑 
制 基 因 。 目 前 已 被 用 来 研究 线虫 运动 产 卵 .性别 决 定 等 过 程 。 

此 方法 的 局 限 性 在 于 它 只 能 应 用 在 简单 生物 上 ,如 鸣 菌 体 、 细 菌 酵母、 线虫 . 果 蝇 等 。 
除了 所 要 研究 的 目的 基因 外 ,还 需要 一 些 与 研究 相关 的 有 价值 的 突变 体 。 例 如 ,在 研究 蛋 
白质 相互 作用 时 ,如 果 原 突变 没有 影响 到 相互 作用 的 结构 域 ,那么 抑制 基因 的 分 析 是 无 意 
义 的 。 

2. 合成 致死 效应 


单个 基因 的 突变 不 能 产生 致死 效果 ,而 两 个 基因 同时 突变 , 则 会 产生 合成 致死 效果 ， 
说 明 这 两 个 基因 所 编码 的 蛋白 质 在 功能 上 可 能 是 相关 的 (图 21.9)。Dobzhansky 首次 在 
果 蝇 中 报道 了 合成 致死 效应 [21 ,但 用 其 研究 蛋白 质 相互 作用 在 酵母 中 却 应 用 得 最 成 功 。 
其 中 一 个 方法 叫做 “菌落 -分 区 法 ”[53]。 在 此 方法 中 ,包含 某 质 粒 的 酵母 细胞 是 红色 的 ,而 
不 含 该 质粒 的 细胞 是 白色 的 。 如 果 质 粒 的 存在 对 于 酵母 的 生长 不 是 必需 的 ,那么 菌落 呈 
现 红 白 两 种 颜色 ; 若 为 必需 的 , 则 只 有 红色 。Bender 和 Pringle 利用 这 种 方法 鉴别 出 与 
MSB1 基因 (与 芽 形 成 有 关 ) 相 关 的 两 个 新 基因 BEM1I 和 BEM2 (与 细胞 极 性 、 出 芽 有 


国 国 畏 区 有 


单 突变 : 部 分 结 双 突 变 : 无 结合 
图 21.9 合成 致死 效应 


该 方法 的 优点 在 于 它 是 一 个 体内 实验 ,可 以 在 全 基因 组 范围 内 进行 筛选 [5]。 缺 点 是 
工作 量 大 ,而 且 只 适 于 低 等 生物 。 


3. 从 相关 的 mRNA 表达 来 推测 


在 不 同 的 生理 条 件 下 检测 mRNA 水平 ,如 果 一 些 基 因 对 于 特定 的 条 件 有 相同 的 转录 
活性 ,那么 这 些 基因 可 归 为 一 类 。 能 够 发 生 相 互 作用 的 蛋白 质 的 基因 在 同一 基因 类 群 中 
富 集 。Ge 等 人 选取 了 酵母 中 335 对 相互 作用 的 蛋白 质 ,通过 计算 相互 作用 密度 (protein 
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interaction density,PID) 后 发 现 ,同一 类 群 中 的 PID 比 不 同类 群 之 间 的 PID 高 30% 左 
右 [56。 

该 方法 的 优点 是 :中 将 转录 组 学 和 相互 作用 组 学 联系 在 一 起 ; 包 由 于 mRNA 的 水 平 是 
在 不 同 生 理 条 件 下 测定 的 ,所 包含 的 条 件 范围 比 其 他 技术 更 广 。 但 这 是 一 个 间接 的 方法 。 
另外 ,由 于 涉及 到 聚 类 算法 (cluster) ,因此 实验 结果 依赖 于 不 同 的 算法 和 参数 的 选择 。 


(四 ) 基于 质谱 的 万 法 
1. 串联 闲 和 纯化 (tandem affinity purification,TAP)157,58] 


此 方法 的 巧妙 之 处 在 于 设计 了 一 个 双重 的 分 子 标签 ,包括 A 蛋白 `TEV 蛋白酶 切割 
位 点 、 钙 调 素 结合 蛋白 (图 21.10)。 将 TAP 标签 构建 到 靶 蛋 白 上 ,然后 在 宿主 细胞 内 表 
达 融 合 和 蛋白 ,表达 水 平 接近 于 靶 蛋 白 的 天 然 状 态 。 可 以 与 靶 蛋 白 发 生 相 互 作 用 的 其 他 蛋 
白质 结合 到 融合 蛋白 上 ,形成 复合 体 。 细 胞 裂解 物 和 IgG 基质 温 育 在 一 起 ,通过 A 蛋白 
复合 体 结合 到 IgG 上 。 冲 洗 后 ,加 入 TEV 有 蛋白酶, 洗 脱 下 复合 体 。 在 Ca 存在 的 情况 
下 , 洗 脱 液 与 包 被 着 钙 调 素 的 珠子 温 育 在 一 起 ,复合 体 就 结合 到 珠子 上 。 进 一 步 洗 去 杂质 
后 ,加 入 EGTA 获 合 ,复合 体 脱 落 。SDS-PAGE 分 离 复 合体 各 组 分 , 胰 酶 酶 切 后 ,进行 质 
谱 分 析 。 





图 21.10 _TAP 示 意图 


2. 高 通 量 质谱 蛋 白质 鉴定 (high-throughput mass-spectrometric protein complex 
identification HMS-PCI)[59,60] 


使 用 一 分 子 标签 如 FLAG 标记 驾 蛋白 ,使 融合 蛋白 在 细胞 内 过 量 表达 (图 21.11)。 
通过 免疫 亲 和 (FLAG 抗体 ) 捕 获 到 抽 提 物 中 靶 和 蛋白 形成 的 蛋白 复合 体 。SDS-PAGE 分 离 
复合 体 各 组 分 , 胰 酶 酶 切 后 ,进行 质谱 分 析 。 

HMS-PCI 与 TAP 的 最 大 的 不 同 之 处 是 融合 蛋白 在 细胞 内 的 表达 水 平 不 同 。 如 果 天 
然 状 态 下 靶 蛋 白 在 细胞 内 的 浓度 过 低 不 足以 分 析 时 ,可 采用 HMS-PCI。 但 是 当 靶 蛋白 过 

"人 65“。 







转 染 细胞 
4 一 
抗原 标记 的 靶 蛋 白 


酶 解 后 质谱 分 析 


图 21.11 HMS-PCI 示 意图 


表达 时 ,又 会 产生 假 阳 性 的 结果 。 因 此 ,不 同 的 实验 对 象 应 选用 合适 的 实验 方法 。 
(五 ) 通过 基因 组 分 析 的 软件 预测 
1. 系统 进化 谱 (phylogenetic profiling) 
它 主 要 基于 以 下 两 点 证 据 : 〇 在 原核 生物 中 ,相互 作用 的 蛋白 质 常常 由 保守 的 操纵 子 
所 编码 '9-61;@ 相 互 作用 的 蛋白 质 有 相似 的 进化 图 , 即 它们 在 基因 组 中 同时 出 现 或 不 出 


现 '“'6  。 由 于 使 用 预测 软件 ,因此 该 方法 的 优点 是 方便 快速 。 缺 点 是 :@ 仅 适用 于 原核 
生物 ;@O 在 分 析 之 前 ,需要 已 知 蛋 白质 之 间 的 同 源 关系 。 


2. 染色 体 邻 近 


此 方法 的 基础 是 如 果 两 基因 之 间 的 距离 小 ,那么 它们 在 不 同 的 基因 组 中 的 位 置 是 保 
守 的 。 选 择 的 倾向 性 使 一 些 基 因 的 相 邻 性 得 到 保留 。 在 一 个 基因 群 中 ,基因 是 保留 的 ,但 
其 位 置 则 不 一 定 ,进化 选择 的 压力 倾向 使 相关 功能 的 基因 成 复 。 由 此 可 以 推测 蛋白 质 的 
功能 和 相互 作用 。 


3. 基因 融合 


物种 在 进化 过 程 中 ,选择 压力 使 得 一 些 基 因 了 融合 在 一 起 ,它们 能 够 同时 被 调节 ,而 这 
些 基 因 所 编码 的 蛋白 质 在 功能 上 往往 是 相互 联系 的 !9,66]。Anton 等 人 在 Escherichia 
coli 、Eaemzopjpzlas zauezzae、IMetjhazococcaus jazz72ascjhii 全 基因 组 序列 的 基础 上 ,利用 此 方 
法 建立 了 蛋白 质 相互 作用 图 谱 [9] 。 


CA) 基于 香 白 质 分 子 空 间 结构 的 预测 
1.InterPreTS(protein interaction prediction through tertiary structure) 软 件 预测 


Aloy 等 人 建立 了 一 个 蛋白 质 相 互 作 用 结构 域 的 数据 库 (a database of interacting do- 
mains，DBID)!58] ,包含 蛋白 质 复 合体 三 维 构象 的 信息 。 在 进行 软件 预测 时 , 先 搜索 DBID 
. 466 ， 





中 与 待 预测 的 一 对 序列 相同 源 的 序列 ,如果 存在 同 源 序列 ,那么 根据 待 测序 列 在 相互 作用 
位 点 原子 的 保守 性 进行 打分 。 该 软件 网 址 为 : http:/Awww. russell. embl. devinter- 


pretsL69] o 


2. 补丁 分 析 (patch analysis) 


蛋白 质 相 互 作用 的 位 点 具有 特定 的 性 质 '"",71 ,通过 分 析 蛋 白质 结构 表面 的 残 基 , 可 
预测 蛋白 质 相 互 作用 的 位 点 。 每 个 残 基 需 要 分 析 溶 解 性 、 玻 水 性 \ 极 性 等 6 个 参数 。 通 过 
6 个 参数 的 计算 ,给 出 蛋白 质 相互 作用 的 可 能 性 :21 。 


过 志 国 才 


在 研究 蛋白 质 相 互 作 用 时 ,不 同 的 方法 有 各 自 的 优 缺 点 ,采用 哪 种 方法 来 研究 应 根据 
具体 的 研究 对 象 而 定 。 例 如 ,对 信号 通路 的 研究 ,涉及 到 短暂 的 相互 作用 ,可 以 用 酵母 双 
杂交 系统 ;而 对 于 蛋白 质 复合 体 的 研究 则 可 以 采用 质谱 技术 。Mering 等 人 .253 列举 了 醇 
母 双 杂交 、 质 谱 等 5 种 方法 研究 酵母 细胞 中 蛋白质 相 互 作 用 的 结果 ,共有 80 000 对 相互 
作用 ,但 大 约 只 有 2 400 对 相互 作用 被 两 种 或 两 种 以 上 的 技术 所 支持 。 由 于 方法 本 身 的 
限制 性 与 分 析 条 件 的 特异 性 ,往往 会 造成 假 阳 性 或 假 阴 性 的 结果 ,因此 ,需要 采用 其 他 不 
同方 法 来 验证 单一 方法 研究 的 结果 。 


第 二 节 蛋白 质 芯片 


长 期 以 来 ,人 们 用 来 研究 蛋白 质 的 方法 大 多 是 一 次 只 研究 一 个 或 较 少 的 几 个 相互 关 
联 蛋 白质 ,这 就 导致 了 要 花费 几 年 或 者 更 长 的 时 间 去 纯化 一 个 蛋白 质 和 确定 一 个 蛋白 质 
的 物理 化 学 性 质 及 其 生物 学 功能 ,这 种 慢 速 的 .单一 的 蛋白 质 功 能 研究 显然 不 能 适应 在 大 
科学 时 期 对 蛋白 质 科 学 研究 高 效 、 高 通 量 的 要 求 ,而 且 这 种 较 孤 立 的 研究 也 不 利于 我 们 对 
生物 这 个 有 机 整体 进行 系统 的 理解 。 随 着 基因 组 计划 的 实施 和 逐步 完成 ,对 多 种 相关 和 蛋 
白质 和 组 织 器 官 蛋白 质 进 行 研 究 已 成 为 可 能 ,而 功能 蛋 白 质 组 研究 又 对 高 效 、 高 通 量 的 蛋 
白质 功能 研究 产生 了 更 加 迫切 的 要 求 。 

生物 体 生理 功能 的 调节 归根 结 底 是 由 蛋白 质 来 完成 的 ,而 传统 的 蛋白 质 分 析 方 法 慢 
速 、 低 效 并 不 能 适应 当前 的 需要 ,基因 芯片 方法 虽然 可 以 对 基因 功能 进行 高 效 分析 , 但 是 
它 却 是 间接 对 蛋白 质 进 行 分 析 , 由 于 mRNA 的 表达 水 平和 蛋白 质 的 表达 水 平 有 很 大 的 差 
异 , 因 此 基因 芯片 也 并 不 能 很 好 地 体现 蛋白 质 和 机 体 生 理 功 能 之 间 的 关系 。 蛋 白质 芯片 
技术 的 出 现 及 发 展 ,并 以 其 微型 化 高 效 、 高 通 量 和 对 有 蛋白质 分 析 更 加 直接 的 特点 ( 表 
21.1) ,成 为 当今 蛋白 质 研 究 的 热门 技术 之 一 。 目 前 已 经 被 广泛 应 用 在 疾病 诊断 ,药物 设 
计 , 研 究 蛋 白质 -和 蛋白质、 蛋白 质 -核酸 、 蛋 白质 - 脂 质 体 等 相互 作用 ,特异 性 蛋白 质 的 筛选 
和 功能 蛋白 质 组 研究 等 多 个 领域 ,并 且 以 自身 的 特点 在 更 广泛 的 领域 内 展示 了 其 重要 的 
作用 。 在 本 节 内 容 中 将 对 蛋白 质 芯 片 的 分 类 及 其 特点 \ 检 测 手 段 和 这 种 技术 的 应 用 作 一 
介绍 。 
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表 21.1 几 种 研究 方法 的 比较 


类 别 通 量 效率 研究 方式 微型 化 
蛋白 质 芯 片 高 通 量 高 直接 对 蛋白 质 进行 分 析 是 
基因 芯片 高 通 量 高 ,但 不 准确 间接 对 蛋白 质 进行 分 析 是 
电泳 技术 低 通 量 低 直接 对 蛋白 质 进行 分 析 否 
色谱 技术 较 高 通 量 较 高 直接 对 蛋白 质 进行 分 析 罕 
质谱 技术 高 通 量 高 直接 对 蛋白 质 进行 分 析 否 


一 、 蛋 白质 划 片 的 分 类 [2476.89] 


迄今 为 止 已 经 有 几 种 蛋白 质 芯片 被 设计 使 用 了 ,包括 在 玻璃 表面 (glass slide) 构 建 的 
蛋白 质 世 片 ,在 多 孔 凝 胶 热 上 (porous gel pad slide) 构 建 的 蛋白 质 芯 片 和 在 微 孔 板 上 (mi- 
crowell) 构 建 的 蛋白 质 芯片 [4-7684 (图 21.12)。 在 此 分 述 如 下 。 


玻璃 表面 构建 的 蛋白 质 芯片 










癌 口 如 呈 口 器 号 癌 口 号 
品 口 症 吕 口 呈 口 呈 口中 
癌 口 瑟瑟 口中 吕 品 口 口 






孔 板 上 构建 的 蛋 白 质 芯 片 





图 21.12 在 不 同 材料 上 构建 的 蛋白 质 芯片 


《一 ) 企 玻 璃 表面 构建 的 恒 日 质心 片 


在 玻璃 表面 构建 蛋白 质 芯 片 的 一 般 方法 是 :首先 在 玻璃 表面 上 铺 以 适当 的 基质 ;再 将 
蛋白 质 或 者 抗体 用 自动 点 样 仪 或 者 人 工 的 方法 分 别 点 在 基质 上 ;然后 通过 一 定 的 条 件 , 使 
蛋白 质 样 品 或 者 抗体 能 够 锚 定 在 玻璃 板 上 。 

在 玻璃 表面 铺 上 适当 的 基质 后 ,使 平面 形成 许多 有 序 排列 的 管 、 腔 或 相对 独立 的 点 ， 
蛋白 质 芯片 应 具有 一 个 亲 水 的 表面 。 现 在 经 常 使 用 的 覆盖 玻璃 表面 的 基质 有 多 聚 左旋 赖 
氨 酸 、 聚 丙烯 酰胺 等 ,基质 应 该 使 蛋白 质 可 以 很 好 地 固定 在 玻璃 表面 而 且 要 求 噪 声 较 低 ， 


但 是 现在 所 应 用 的 基质 并 不 能 完全 达到 要 求 。 玻 璃 表面 构建 的 蛋白 质 芯 片 可 以 制备 标准 
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的 微 距 阵 ,并 可 以 用 基因 芯片 扫描 仪 来 扫描 。 因 此 ,适用 于 自动 化 ,大通 量 的 在 线 分 析 , 但 
是 这 种 芯片 容易 发 生 交 叉 污 染 , 在 实验 过 程 中 应 该 尽量 小 心 。 

MacBeath[77] 应 用 这 种 芯片 分 别 检测 了 已 知 的 3 个 蛋白 质 - 蛋 白质 相互 作用 、3 个 蛋 
白质 - 配 体 作 用 和 3 个 酶 - 底 物 的 反应 ,取得 了 理想 的 结果 。 说 明了 这 种 蛋白 质 芯片 技术 
的 可 行 性 。 他 们 首先 用 含有 乙 醛 的 硅烷 化 反应 物 处 理 玻璃 表面 ,使 之 能 够 和 和 蛋白质 的 一 
级 胺 形成 西 佛 碱 连接 。 蛋 白质 样品 混在 含有 40% 甘 油 的 磷酸 盐 缓冲 液 中 刻 在 玻璃 板 上 ， 
由 于 甘油 的 作用 ,蛋白 质保 持 水 合 形式 可 以 防止 蛋白 质 脱水 变性 。 这 样 处 理 3h 后 ,玻璃 
片 用 牛 血清 蛋白 (BSA) 处 理 , 这 不 仅 可 以 去 除 没有 反应 的 乙 醛 ,也 可 以 减少 以 后 步骤 中 和 蛋 
白质 之 间 的 非特 异性 连接 。 但 是 由 于 BSA 掩盖 了 一 些 相 对 分 子 质量 较 小 的 蛋白 质 和 肽 
的 信号 ,这 种 芯片 对 于 相对 分 子 质量 较 小 的 蛋白 质 或 者 肽 的 检测 能 力 并 不 是 很 高 。 在 实 
验 中 发 现 ,可 以 用 BSA- 氮 羟基 琥珀 酰 亚 胺 (BSA-NHS) 处 理 的 玻璃 片 来 检测 相对 分 子 质 
量 较 小 的 蛋白 质 和 肽 。 与 BSA 相 比 ,BSA-NHS 单 分 子 性 能 更 好 ,可 以 减少 蛋白 质 披 此 间 
的 污染 。 

Ward 等 8] 也 利用 玻璃 表面 构建 的 蛋白 质 芯 片 来 检测 几 个 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 。 
他 们 将 抗体 与 一 段 寡 聚 核 苷 酸 相 连接 ,用 RCA(the rolling circle DNA amplification) 反 应 
来 检测 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 。RCA 反应 的 原理 是 :将 抗体 与 一 段 春 聚 核 苷 酸 链 相连 接 
后 使 之 与 待 检测 物 作 用 ,然后 洗 脱 游离 的 和 非特 异性 连接 的 抗体 。 再 加 入 DNA 聚合 酶 、 
核 苷 酸 和 环 状 DNA, 使 环 状 DNA 与 抗体 上 的 寡 聚 核 苷 酸 链 相 连接 并 在 聚合 酶 的 作用 下 
使 过 聚 核 苷 酸 链 延长 , 当 反 应 进行 一 段 时 间 后 ,加 入 获 光 或 放射 性 的 标记 物 来 检测 。 由 于 
核 苷 酸 链 的 延长 可 以 使 信号 得 到 很 大 的 放大 ,因此 可 以 达到 很 高 的 灵敏 度 。 

除 上 述 的 几 种 用 来 作为 玻璃 表面 基质 的 材料 外 ,也 可 以 利用 多 聚 赖 氨 酸 !7?1 、 环 氧 树 
脂 :86 、 聚 偏 乙 烯 二 氟 酯 (PVDF)18151 等 作为 玻璃 表面 蛋白 质 芯 片 的 基质 ,它们 的 原理 也 
相似 ,都 是 利用 聚合 反应 相互 结合 成 为 滤 膜 用 来 固定 蛋白 质 或 者 抗体 。 在 玻璃 表面 构建 
蛋白 质 芯片 的 方法 还 有 金 膜 表 面 !80 光 刻板 印刷 法 , 它 可 以 与 蛋白 质 高 强度 结合 , 而 只 
很 低 的 背景 ,并 且 可 以 与 质谱 或 者 SPR(surface plasmon resonance) 联 用 。 这 些 检 测 方法 
的 特点 见 表 21.2。 


表 21.2 蛋白 质 芯 片 部 分 表面 材料 的 比较 


表面 材料 联结 方式 优 定 j 缺 点 
多 育 赖 氨 酸 吸附 作用 不 需要 蛋白 质 的 修饰 非特 异性 吸附 
乙 醛 共 价 连接 高 密度 高 强度 的 蛋白 质 连 表面 蛋白 质 的 连接 是 随机 的 ,容易 掩盖 
接 能 力 ,高 分 辩 率 蛋白 质 本 身 检 测 位 点 
环 氧 树 脂 共 价 连接 蛋白 质 连 接 紧 密 并 且 具 有 表面 蛋白 质 的 连接 是 随机 的 ,容易 掩盖 
高 分 辩 率 蛋白 质 本 身 检 测 位 点 
金 膜 表 面 共 价 连接 高 密度 高 强度 的 蛋白 质 连 表面 蛋白 质 的 连接 是 随机 的 ,容易 掩盖 
接 能 力 , 低 背 景 , 并 可 以 与 蛋白 质 本 身 检 测 位 点 ,制作 困难 ,不 利于 
质谱 、SPR 等 配合 使 用 商业 化 生产 
多 桶 偏 乙 炳 二 氟 酯 ”吸附 作用 不 需要 和 蛋白质 的 特异 性 修 表面 蛋白 质 的 连接 是 随机 的 ,容易 掩盖 


饰 ,结合 蛋白 质 能 力 强 蛋白 质 本 身 检 测 位 点 
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《一 ) 住 多孔 疑 胶 垫 上 构建 的 蛋 白 质心 片 


与 在 玻璃 表面 构建 的 二 维 的 蛋白 质 芯 片 相 比 ,在 多 孔 凝 胶 热 上 构建 的 蛋白 质 芯 片 是 
一 个 三 维 的 芯片 , 它 比 二 维 的 芯片 有 更 大 的 容积 ,可 达 二 维 芯 片 的 100 倍 左右 。 而 且 还 可 
以 更 好 地 固定 蛋白 质 , 减 少 蛋 白 之 间 的 交叉 污染 。 

MirzabekovLs3] 在 其 实验 中 将 3% 的 丙烯 酰胺 与 交 联 剂 N, N“-(1,2 -二 羟 亚 乙 基 ) 双 
丙烯 酰胺 (DHEBA) 的 混合 物 铺 在 硅烷 处 理 过 的 玻 片 表面 。 加 入 DHEBA 可 以 提高 凝 胶 
的 多 孔 性 。 处 理 后 通过 有 许多 100 pmx 100 pm 的 方形 小 墨 ,把 聚 丙烯 酰胺 暴露 在 紫外 
线 下 ,加 速 凝 胶 的 聚合 。 然 后 将 未 聚合 的 分 子 用 水 冲洗 去 除 。 蛋 白质 或 者 抗体 可 以 通过 
成 二 醛 激活 凝 胶 或 者 通过 酰 肝 基 部 分 代替 凝 胶 中 的 酰胺 基 将 蛋白 质 或 抗体 固定 在 凝 胶 
中 。Mirzabekovls] 用 此 方法 检测 了 一 些 酶 - 底 物 反应 和 抗原 -抗体 的 相互 作用 ,验证 了 其 
可 行 性 。 

由 于 凝 胶 支持 物 的 应 用 ,这 种 蛋白 质 芯片 具备 了 新 的 特点 。 首 先 它 具有 更 大 的 容积 ， 
而 且 三 维 蛋 白质 芯片 更 好 固定 蛋白 的 性 质 可 有 效 地 减少 蛋白 质 的 交叉 污染 ,在 凝 胶 的 均 
一 水 环境 中 可 以 极 大 地 减少 由 于 脱水 而 造成 的 蛋白 质变 性 。 但 是 这 种 芯片 却 不 易 改 变 它 
的 缓冲 条 件 去 适应 不 同 的 检测 物质 ,而 且 在 玻 片 的 处 理 上 也 比 二 维 蛋 白质 芯片 要 复杂 得 
多 ,价格 也 更 高 。 


< 三 ) 在 微 蕊 板 上 构建 鸭蛋 日 质 忆 片 


Mendoza 等 5] 在 传统 微 滴定 板 的 基础 上 加 以 改进 ,利用 机 械 手 在 9 孔 的 每 一 个 孔 
的 底部 点 上 同样 的 4 组 蛋白 质 ,每 组 36 个 点 ,含有 8 种 不 同 抗原 和 标记 的 蛋白 质 。 然 后 
用 配套 的 免疫 分 析 仪 分 析 检 测 ,再 通过 CCD 扫描 监测 , 制 成 了 在 微 孔 板 上 构建 的 蛋白 质 
芯片 并 验证 了 其 可 行 性 。 

Zhu 等 !851 发 展 了 这 种 蛋白 质 芯 片 技术 对 酵母 的 119 个 蛋白 激酶 进行 了 高 通 量 的 生 
物化 学 活性 分 析 。 他 们 先 用 多 聚 二 甲 基 硅 氧 烷 作 为 蛋白 质 忆 片 表 面 的 支持 剂 ,将 17 种 不 
同 的 底 物 点 在 各 自在 蛋白 质 芯 片 的 专门 的 位 点 上 ,然后 分 别 用 119 种 蛋白 激酶 和 放射 性 
标记 的 ATP 混合 物 与 其 一 起 反应 ;反应 一 段 时 间 后 , 洗 去 蛋白 激酶 和 没有 特异 性 连接 的 
ATP, 最 后 将 蛋白 质 芯片 检测 的 结果 进行 分 析 。 在 实验 中 产生 了 意 想不到 的 结果 ,他 们 发 
现在 酵母 中 有 1[4 的 磷酸 化 激酶 可 以 磷酸 化 酷 氨 酸 ,并 且 丝 氨 酸 - 苏 氨 酸 激酶 家 族 的 成 员 
也 不 例外 。 他 们 的 工作 也 证 实 了 和 蛋白质 芯片 技术 在 高 通 量 蛋 白质 分 析 中 应 用 的 可 行 性 。 

在 微 孔 板 上 构建 的 蛋白 质 芯片 也 有 其 特点 。 在 微 孔 板 中 蛋白 质 分 离 比较 好 ,不 容易 
发 生 交叉 污染 , 微 孔 板 中 均一 的 水 环境 也 使 得 蛋白 质 不 易 脱 水 变性 ,这 对 蛋白 质 芯 片 的 检 
测 准 确 性 是 非常 重要 的 ,而且 这 种 蛋白 质 芯 片 检测 灵敏 度 也 是 很 高 的 。 在 微 孔 板 上 构建 
的 蛋白 质 芯片 可 以 在 反应 的 过 程 中 改变 不 同 的 缓冲 条 件 去 适应 反应 的 需要 ,在 个 别 的 小 
孔 中 加 入 特别 的 物质 都 不 会 对 检测 的 结果 产生 影响 ,而 且 价格 也 很 便宜 。 

在 玻璃 表面 构建 的 蛋白 质 芯片 \ 在 多 孔 凝 胶 垫上 构建 的 蛋白 质 芯片 和 在 微 孔 板 上 构 
建 的 蛋白 质 芯 片 都 已 广泛 应 用 于 科学 研究 和 大 规模 的 生产 中 。 表 21.3 将 这 三 种 和 蛋白质 
必 片 的 特点 进行 了 比较 。 
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表 21.3 不 同 种 类 的 蛋白 质 芯片 的 特点 
类 别 特 点 
玻璃 表面 构建 的 蛋 ”可 以 与 基因 芯片 的 制作 和 检测 工具 配套 使 用 ;很 容易 蒸发 ;不 适合 用 于 多 步 反 应 ;造价 便 
白质 芯片 宜 ; 容 量 较 小 ;容易 发 生 交叉 污染 
多 和 孔 凝 胶 垫 上 构建 ”可 以 与 基因 芯片 的 制作 和 检测 工具 配套 使 用 ;不 易 蒸发 ;可 以 用 于 多 步 反 应 ,但 是 有 其 较 
的 蛋白 质 芯 片 固定 的 缓冲 条 件 ; 造 价 昂贵 ;容量 较 大 ;不 易 发 生 交叉 污染 


在 微 孔 板 上 构建 的 ”可 以 与 基因 芯片 的 制作 和 检测 工具 配套 使 用 ;不 易 蒸 发 ;适用 于 多 步 反 应 ;造价 便宜 ;容量 
蛋白 质 芯 片 较 大 ;不 易 发 生 交叉 污染 








一 、 重 日 质 芯 片 的 检测 方法 


蛋白 质 芯片 的 种 类 繁多 ,其 检测 手段 更 是 层出不穷 ,经 过 多 年 的 发 展 可 分 为 以 下 三 
类 : 探 针 标记 检测 法 \ 无 探 针 标记 检测 法 和 动态 分 析 检 测 法 。 


一) 探 针 标 记 检测 法 


探 针 标记 检测 法 可 以 根据 标记 探 针 的 特点 大 致 分 为 两 种 :荧光 标记 的 探 针 和 放射 性 
同位 素 标记 的 探 针 。 

荧光 检测 方法 是 目前 最 常用 的 检测 方法 , 它 具 有 简单 .安全 和 高 灵敏 度 的 特点 [87,88] 。 
荧光 检测 法 也 可 以 和 基因 芯片 的 扫描 仪 配合 使 用 ,这 样 可 以 提高 分 析 效 率 , 适 于 大 量 数据 
的 采集 和 分 析 。 

现在 常用 的 荧光 标记 方法 是 一 步 标记 法 和 二 步 标 记 法 。 一 步 标记 法 就 是 用 荧光 蛋白 
或 者 可 以 发 光 的 小 分 子 经 过 一 步 将 蛋白 质 作 标记 检测 。 而 二 步 标记 法 就 是 先 用 一 个 可 检 
测 到 的 标签 探 针 将 蛋白 质 标 记 后 ,再 在 第 二 步 操作 中 用 一 个 合适 的 发 光 试 剂 作 标记 。 例 
如 , 先 用 生物 素 标 记 , 然 后 用 抗 生 物 素 蛋白 与 之 相互 作用 来 检测 ,由 于 通过 标记 后 再 检测 
可 以 起 到 信号 放大 的 作用 ,所 以 ,这 种 方法 有 较 高 的 灵敏 度 。 但 是 二 步 标记 法 使 操作 步骤 
变 得 复杂 ,而 且 有 的 蛋白 质 也 不 适合 此 种 方法 。 

还 有 一 种 荧光 标记 的 方法 是 RCA 检测 法 [578] ,由 于 此 种 方法 可 以 造成 信号 的 放大 , 因 
此 具有 较 高 的 灵敏 度 。 

放射 性 同位 素 探 针 标记 检测 法 与 荧光 探 针 标记 检测 法 原理 相似 , 这 种 方法 目前 应 用 
很 广泛 。Zhu 等 [8 运用 此 方法 分 别 检测 了 和 蛋白质- 蛋白质 、 蛋 白质 - DNA、 蛋 白质 -药物 和 
酶 - 底 物 的 相互 作用 。 


《一 ) 无 探 针 标 记 的 检测 方法 


由 于 探 针 和 和 蛋白 质 的 相互 作用 可 能 造成 某 些 蛋白 质 的 空间 结构 的 变化 ,影响 蛋白 质 
的 活性 ,从 而 导致 检测 结果 的 准确 性 下 降 。 为 此 ,有 人 发 展 了 一 些 非 探 针 标记 的 检测 方 
法 。 运 用 这 些 方法 可 以 直接 对 蛋白 质 芯 片 进行 检测 ,在 实验 条 件 的 改进 方面 这 对 于 一 些 
和 蛋白质 的 检测 是 非常 重要 的 ,但 是 这 些 方法 仍然 处 于 发 展 中 。 
有 人 已 经 运用 SELDI(Csurface-enhanced laser desorption/ionization ) 质谱 来 检测 低 密 度 
"部 7 由 。 


蛋白 质 芯 片 l99]。SELDI 是 在 MALDI(matrix-assisted laser desorptionV/ionization ) 基础 上 
改进 后 实行 表面 增强 的 飞行 质谱 。 在 一 个 金属 表面 的 蛋白 质 芯 片上 ,结合 的 蛋白 质 用 激 
光 激 发 后 进入 质谱 进行 数据 分 析 。 对 SELDI 来 说 ,可 以 直接 将 血清 、 尿 液 、 组 织 抽取 物 等 
不 需 处 理 直 接点 样 检测 ;由 于 一 部 分 非特 异 结合 的 分 析 物 被 洗 去 ,因而 出 现 的 质 峰 非 常 一 
致 ,有 利于 后 期 分 析 。 与 二 维 电泳 相 比 , 它 可 以 检测 到 低 丰 度 的 蛋白 质 ,所 需要 时 间 短 ,而 
且 有 利于 目 动 化 控制 。 

原子 力 显 微 镜 (atomic force microscopy, AFM) 也 可 以 作为 蛋白 质 芯片 的 检测 工 
具 [801。 原 子 力 显微镜 具有 一 个 对 力 非常 敏感 的 微 悬 臂 ,其 尖端 有 一 个 微小 的 探 针 , 当 探 
针 轻 微 地 接触 样品 表面 时 , 由 于 探 针 尖端 的 原子 与 样品 表面 的 原子 之 间 产 生 极其 微弱 的 
相互 作用 力 而 使 微 悬 臂 弯 曲 ,将 微 悬 璧 弯曲 的 形变 信和 号 转换 成 光电 信和 号 并 进行 放大 ,就 可 
以 得 到 原子 之 间 力 的 微弱 变化 的 信号 。 从 这 里 我 们 可 以 看 出 ,原子 力 显微镜 设计 的 高 明 
之 处 在 于 利用 微 悬 臂 间 接地 感受 和 放大 原子 之 间 的 作用 力 , 从 而 达到 检测 的 目的 。 原 子 
力 显 微 镜 同 样 具 有 原子 级 的 分 辨 率 , 而 且 原子 力 显微镜 既 可 以 观察 导体 ,也 可 以 观察 非 导 
体 。 根 据 这 个 原理 ,可 以 运用 原子 力 显微镜 检测 蛋白 质 芯片 结合 前 后 表面 拓扑 学 性 质 的 
变化 来 检测 蛋白 质 芯 片 。 


三 ) 动态 的 分 析 枕 测 万 法 


有 时 为 了 研究 抗原 -抗体 相互 作用 的 动力 学 变化 ,需要 一 种 可 以 实施 的 即时 的 检测 方 
法 。 表 面 激 源 共振 生物 传感器 (surface plasmon resonance,SPR) 检 测 法 的 原理 是 :利用 表 
面 等 离子 共振 现象 监测 传 感 片 表面 介质 的 折射 率 变化 ,而 这 一 变化 仅 与 传 感 片 表面 结合 
的 生物 大 分 子 的 量 成 正比 ,溶液 中 的 分 子 不 会 干扰 ,因此 非常 特异 敏感。 现在 已 经 成 为 
一 个 比较 成 熟 的 多 方面 研究 受 体 - 配 基 相 互 作用 动力 学 的 检测 工具 [% -2]。Sapsford 
等 [51 发 展 了 一 个 抗体 芯片 的 生物 传感器 去 研究 抗体 作用 的 动力 学 。 这 种 检测 方法 可 在 
直径 只 有 200im 的 点 上 检测 到 重要 的 信号 。 因 此 ,可 以 期 待 在 不 久 的 将 来 可 采用 这 种 方 
法 做 大 规模 的 平行 的 动力 学 分 析 。 


二 、 蛋 日 质 世 片 技术 的 应 用 及 发 展 前 景 


由 于 蛋白 质 芯片 技术 其 自身 的 特点 , 它 已 经 在 广泛 的 领域 中 得 到 了 应 用 。 在 疾病 诊 
断 方 面 , 它 比 传统 的 检测 方法 需要 更 短 的 时 间 而 只 需要 更 少 的 样品 量 , 但 是 却 能 给 出 更 多 
的 诊断 信息 ,而 且 它 还 可 以 用 来 进行 自我 检测 ,因此 可 以 成 为 以 后 医疗 诊断 的 发 展 方向 。 
而 在 药物 筛选 方面 ,蛋白 质 芯片 技术 可 以 用 来 寻找 药物 的 间 标 ,检查 药物 的 毒 副作用 ,而 
且 用 蛋白 质 芯片 做 大 规模 的 筛选 还 可 以 省 略 大 量 的 动物 试验 ,从 而 缩短 药物 筛选 所 需要 
的 时 间 。 而 在 研究 蛋白 质 相互 作用 、 划 蛋 白 的 筛选 方面 ,蛋白质 芯片 更 是 以 其 直接 对 蛋白 
质 进行 分 析 的 优势 ,发 挥 着 极 大 的 作用 。 随 着 人 类 基因 组 计划 的 逐步 完成 ,蛋白 质 组 计划 
的 实施 ,对 生物 体 某 组 织 .器官 . 甚 至 全 生物 体 组 蛋白 质 组 的 研究 已 经 成 为 了 发 展 方向 ,而 
在 其 中 蛋白 质 芯 片 更 能 发 挥 其 优势 。 

当然 ,蛋白 质 芯 片 技术 作为 一 项 正在 发 展 中 的 技术 ,其 本 身 还 存在 很 多 问题 。 例 如 ， 
作为 芯片 表面 基质 的 材料 的 发 展 ,作为 蛋白 质 芯 片 的 特异 性 抗体 的 筛选 制作 ,检测 方法 的 
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改进 等 ,这 些 都 是 当今 困扰 和 蛋白 质 芯片 发 展 的 问题 ,也 是 需要 不 断 解决 的 问题 。 


10 


11 


12 


13 


14 


15 


16 


17 


18 


19 


20 


( 唐 柳 娅 ” 马 丹 军 ) 
参考 文献 


Trevor CD. Signal transduction by the Wnt family of ligands. Biochem J，1998,，329:209 一 223 
Smith DB，Johnson KS. Single-step purification of poly peptides expressed in 下 schnerichia coli as fusions with glutathione 
Stransferase. Gene，1988，67:31 一 40 
Mayer BHJ, Jackson PK，Baltimore D. The noncatalytic src homolosgy region 2 segment of apL tyrosine kinase binds to ty- 
rosine-phosphorylated cellular proteins with high affinity，Proc Natl Acad Sci USA,，1991, 88:627 一 631 
Weng Z, Taylor JA, Turer CE er w/ ， Detection of Src homology 3-binding proteins，including paxillin ，in normal and 
V-Src-transformed Balb/c 3T3 cells. 村 Bio Chem，1993,，268:14956 一 14963 
Zhang XF，Settleman 本 ,和 KKyriakis JM et wL Normal and oncogenic p21 弃 proteins bind to the amino-terminal regulatory 
domain of c-Raf-1. Nature, -1993,，364:308 一 313 
Flynn DC，Leu TH，Reynolds AB et wL Identification and sequence analysis of cDNASsS encoding a 110-kilodalton actin 
flament-associated pp60 半 substrate. Mol Cell Biol，1993，13 :7892 一 7900 
Hu P，Margolis B，Skolnik EY et wa/ ， Interaction of phosphatidyjlinositol 3-kinase-associated p85 with epidermal growth 
factor and platelet-derived growth factor receptors. Mol Cell Biol，1992，12:981 一 990 
Formosa 工 ，Barry J，Alberts BM et wL Using protein affinity chromatography to probe structure of protein machines. 
Methods Enzymol，1991,，208:24 一 25 
Lazarides 下 ，Lindberg U. Actin is the naturally occurring inhibitor of deoxyribonuclease I，Proc Natl Acad Sci USA， 
1974, 71:4742 一 4746 
Soutar AK，Wade DP. In: Creighton，T ed，Protein function: a practical approach. Ligand blottnmg，Oxford: IRL 
YES5S5 一 %6 
WhyteP，Williamson NW，Harlow 下 . Cellular targets for transformation by the adenovirus E1A proteins. Cell ，1989， 
5S6:67 一 75 
Ewen ME，Faha B，Harlow E et aQ/ Interaction of p107 with cyclin Aindepeandent of complex formation with viral on- 
coprotein. Science，1992,，255:85 一 87 
Faha B，Ewen ME，Tsai LH et ww Interaction between human cyclin A and adenovirus 下 1A-associated p107 protein . 
Science，1992,，255:87 一 90 
Harlow 下 ，Whyte P，Franza BR et ww .Association of adenovirus early-region 1A proteins with cellular polypeptides. 
Mol Cell Biol，1986, 6:1579 一 1589 
Denny ] 了 ,Blobel B. 蕊 ITlabeled crosslinking reagent that is hydrophilic，photoactivatable，and cleavable through an azo 
linkage. Proc Natl Acad Sci USA,，1984,，81:S286 一 5290 
Chen 立 ，Ebright YW，Ebright RH.，Identification of the target of a transcription activator protein by protein-protein 
photocrosslinking. Science，1994,，265:90 一 92 
Bleil JD，Wassarman PM. Identification of a ZP3-binding protein on acrosome-intact mouse sperm by photoaffinity 
crosslinking. Proc Natl Acad Sci USA，1990,， 87:5563 一 5567 
de Gunzberg JRichl R，Weinberg RA. Identificatior of a protein associated with p21ras by chemical erosslinking. Proc 
Natl Acad Sci USA,，1989, 86:4007 一 4011 
Alexander S，Maria MC，Huang FT et wr Interaction of EGF receptor and Grb2 in living cells visualized by fluores- 
cence Tesonance energy transfer (FRET) microscopy. Curr Biol，2000, 10:1395 一 1398 
LiHY,， Ng EKO，Lee SMY el aQL .Protein-protein interaction of FHL3 with FHL2 and visualization of their interaction 
by green fluorescent protein (GEFP) two-fusion fluorescence resonance energy transfer (FRET). 本 Cell Biochem，2001 ， 
80:293 一 303 


. 473 . 


21 


2 
23 


24 


25 


20 


27 


28 


29 


30 


31 


32 


33 


3 和 


36 


3 


38 
39 


40 


41 


42 
43 


Miyawaki A，LilopisJ，Heim R et wlL .Fluorescent indicators for Ca2+* based on green fluorescent proteins and calmod- 
ulin. Nature，1997,，388:882 一 887 

Fivash M，Towler EM，Fisher RJ. BIAcore for macromolecular interaction. Curr Opin Biotech，1998, 9:97 一 101 
Krone JR，Nelson RW,，Dogruel D et wL. BIAVZMS: Interfacing biomolecular interaction analysis with mass spectrome- 
try， Anal Biochem，1996 ,244:124 一 132 

Tamamura 百 ，Ishihara 工 , Otaka A et Q! . Analysis of the interaction of an anti-HIV peptide, T22 ([Tyr5, 12，Lys7]- 
polyphemusin II) ，with gp120 and CD4 by surface plasmon resonance. Biochim Biophys Acta，1996,1298:37 一 44 
Schier R，ByeJ，Apell G et w ， Isolation of high-affinity monomerichuman anti-c-erbB-2 single chain Fv using affinity- 
drivenselection. J Mol Biol，1959%6 ,2S$5:28 一 43 

Medina MB. Hygromycin B antibody production and characterization by a surface plasmon resonance biosensor. ] Agri- 
cultural Food Chem，1997,，45:389 一 394 

Oddie GW ，Gruen LC，Odgers GA el &L .Identification and minimization of nonideal binding effects in BIAcore analy- 
sis: ferritin/anti-ferritin Fab”interaction as a model system. Anal Biochem，1997, 244:301 一 311 

Myszka DG，Morton TA，Doyle ML et &w .Kinetic analysis of protein antigen-antibody interaction limited by mass 
transport on an optical biosensor. Biophys Chem，1997，64:127 一 137 

Autiero M，Gaubin M，Mani JC et QZ. Surface plasmon resonance analysis of gpl 7，a natural CD4 ligand from human 
seminal plasma inhibiting human immunodeficiency virus type-1 gp120-mediated syncytium formation. Eur 本 Biochem， 
1997,245:208 一 213 

Rock FL，Peterson D，Weig BC et wL . Binding of leptin to the soluble ectodomain of recombinant leptin receptor: a ki- 
netic analysis by surface plasmon resonance， Horm Metab Res，1996, 28:748 一 75S0 

Alam SM,，Travers PJ]，Wung JL et wL . T-cell receptor affinity and thymocyte Positive selection. Nature，1996,，381 : 
616 一 620 

Chen HBJ，Hage 1 ，Sebald .Global and local determinants for the kinetics of interleukin-4Vinterleukin-4 receptor 先 
chain interaction : a biosensor 5 recombinant interleukin-4 binding protein. Eur 本 Biochem，1996，240: 
252261 

Wu 下， Myszka DG,， Tendian SW et &L .Kinetic and structural analysis of mutant CD4 receptors that are defective im 
HIM gp120 binding. Proc Natl Acad Sci USA,，1996, 93:15030 一 15035 

Cheskis B，Freedman LP. Modulation of nuclear receptor interactions by ligands: kinetic analysis using surface plasmon 
resonance，Biochemistry，1996，35:3309 一 3318 

Jensen KK ,Orum H, Nielsen PE et wL . Kinetics for hybridization of peptide nucleic acids (PNA) with DNA and RNA 
studied with the BIAcore technique. Biochemistry，1997，36:5072 一 5077 

MacKenzie CR，Hirama 工 ，Lee KK et &L .Quantitative analysis of bacterial toxin affinity and specificity for glycolipid 
receptors by surface plasmon resonance, ] Biol Chem，1997，272 :53533 一 3538 

Lackmann M，Bucci 工 , Mann PJ et wy .Purification of a ligand for the EPHL-like receptor HEK using a biosensor- based 
affinity detection approach. Proc Natl Acad Sci USA，1996,，93:2523 一 2527 

Fields S，Song OK. A novel genetic system to detect protein-protein interactions， Nature，1989,，340:245 一 246 
Boeke JD，Walkwan C,，Sung PG. A positive selection for mutants lacking orotidine-5 -phosphate decarboxylase activity 
in yeast: 5$-fluoro-orotic acid resistance. Mol Gen Genet，1984 ,197(2):345 一 346 

Vidal M，Brachmann RK ，Fattaey A et Q! . Reverse two-hybrid and one-hybrid systems to detect dissociation of protein- 
protein and DNA-protein interactions. Proc Natl Acad Sci USA,，1996, 93:10315 一 10320 

Shih HM，Goldman PS，DeMaggio AJ et &L.， A positive genetic selection for disrupting Protein-protein interactions: 
Identification of CREB mutations that prevent association with the coactivator CBP. Proc Natl Acad Sci USA，1996 ， 
93:13896 一 13901 

White MA. The yeast two-hybrid system: forward and reverse. Proc Natl Acad Sci USA，1996, 93:1001 一 1003 
Tirode FE，Malaguti C，Romero F et wL. A conditionally expressed third partner stabilized or prevents the formation of a 
transcriptional activator in a three-hybrid system. 村 Biol Chem，1997，272 :22995 一 22999 


. 474 . 





一 


45 


46 


47 
48 


49 


50 


51 


52 


33 


54 


Si 


56 


37 


58 


38 


601 


62 


063 


66 


67 


Printen JA，Sprague G.Protein-protein interactions in the yeast pheromone response pathway: SteSp interacts with all 
members of the MAP kinase cascade. Genetics，1994，138:609 一 619 

Zhang J，Lautar SA yeast three-hybrid method to clone ternary protein complex components. Anal Biochem，19906 ， 
242:68 一 72 

Tomashek JJ，Sonnenburg JL，Artimorich JM et Q/L .Resolution of subunit interactions and cytoplasmic subcomplexes of 
the yeast vacuolar protein-translocating ATPase. 本 Biol Chem，1996,，271:10397 一 10404 

Ma J，Ptashne M. A new class of yeast transcriptional activators， Cell，1987,，5$1:113 一 119 

Smith GP，Filamentous fusion phage: novel expression vectors that display cloned antigens on the virion surface，Sci- 
ence，1985,，228:1315 一 1317 

II lchev AA，Minenkova OO，Tatkov SI el wy .MI13 filamentous bacteriophage in protein engineering. Dokl，Akad. 
Nauk SSSR，1989, 307:431 一 433 

Devlin J，Panganiban LC，Devlin PE， Random peptide libraries: a source of specific protein binding molecules，Sci- 
ence，1990,，249:404 一 406 

Hodgkin J，Kondo 民 ，Waterson RH.， Suppression in the nematode Caezorhabaditis elegaz5， Trends Cenet，1987，3: 
325 一 329 

Dobzhansky 工 . Genetics of natural populations. XIII，Recombination and variability in populations of Drosozbjzla zsev- 
aoopbsczyQa Genetics，1946，31:269 一 290 

Hieter P，Mann C，Snyder M et &L .Mitotic stability of yeast chromosomes: a colony color assay that measures nondis- 
junction and chromosome loss. Cell，1985$,， 40:381 一 392 

Bender 工 ，Pringle JR. Use of a screen for synthetic lethal and multicopy suppressee mutants to identify two nevw genes 
involved in morphogenesis in Saccharomzyces cerewisiae .Mol Cell Biol，1991，11:1295 一 1305 

Tong AH，Evangelista M，Parsons AB et w/ .Systematic genetic analysis with ordered arrays of yeast deletion mutants. 
Science，2001，294:2364 一 2368 

Ge H，Liu Z，Church GM et ww Correlation between transcriptome and interactome mapping data from ,Saccharomzyces 
cerevisiaQe ， Nat Genet，2001，29:482 一 486 

Rigaut G，Shevchenko A，Rutz B et wL . A generic protein purification method for protein complex characterization and 
Proteome exploration， Nat Biotechnol，1999,，17:1030 一 1032 

Gavin AC，Bche M，Krause R et wL Functional organization of the yeast proteome by systematic analysisi of protein 
complexes. Nature，2002,， 415:141 一 147 

Ho Y，Gruhler A，Heilbut A er &w/ . Systematic identification of protein complexes in .Sacchnazromazyces cerevwisiae by mass 
Spectrometry， Nature，2002 ,415:180 一 183 

Mann M，Hendrickson RC，Pander A. Analysis of proteins and proteomes by mass spectrometry， Annu Rev Biochem， 
2001,，70:437 一 473 

Huynen M，Snel B，Lathe W3nda et w! .Predicting protein function by genomic context: quantitive evaluation and quali- 
tative inferences，Genome Res，2000,，10:1204 一 1210 

Overbeek R，Fonstein M，D "Souza M et QL . The use of gene clusters to infer functional coupling. Proc Natl Acad Sci 
USA,，2001,，96:2896 一 2901 

Dandekar 工 ，Snel B，Huynen M et wa .Conservation of gene order: a fingerprint of proteins that physically interact. 
Trends Biochem Sci，1998,，23:324 一 328 

Pellegrini M，Marotte EM，Thompson MI et w .Assigning protein functions by comparative genome analysis: protein 
phylogenetic profiles. Proc Natl Acad Sci USA，1999,，96:4285 一 4288 

Huynen MA，Bork P. Measuring genome evolution. Proc Natl Acad Sci USA，1998, 95:5849 一 5856 

Tamames J]，Casari G，Ouzounis C et aL .Conserved clusters of functionally related genes in two bacterial genomes. 可 
Mol Evol，1997,，44:66 一 73 

Anton ] 正 ，Loannis I[，Nikos CK el w/ .， Protein interaction maps for complete genomes based on gene fusion events. Na- 
ture，1999,，402:86 一 90 


.475 . 


68 


69 


70 


2 
72 


仅 


74 


人 


76 


77 


78 


79 


80 


81 
82 


83 


84 
85 


86 


87 


88 
89 


90 
91 


92 


昌 避 


Aloy P，Russell RB.， Interrogating protein interaction networks through structural biology. Proc Natl Acad Sci USA， 
2002，99(9):5896 一 5901 

Aloy P，Russell RB. InterPreTS: protein interaction prediction through tertiary structure。Bioinformatics，2003，19 
(1):161 一 162 

Jones S$，Thornton JM. Protein-protein interactions: a review of protein dimer structures， 了 Prog Biophys Mol Biol， 
1993，63: 31 一 65 

Jones $, 工 hornton JM. The principles of protein-protein interactions. Proc Natl Acad Sci USA,，1996 ,93: 13 一 20 
Jones S，Thormton JM. Prediction of protein-protein interaction sites using patch analysis. 本 Mol Biol，1997,，272(1 ) 
133 一 45 

Mering VC，Krause R，Snel B et &L .Comparative assessment of large-scale data sets of protein-protein interactions， 
Nature，2002，417:399 一 403 

MacBeath G. Protein microarrays and proteomics. Nat Genet. 2002 Deci 32 Suppl: 625 一 632 

Zhu 再 ，Synder M. Protein arrays and microarrays. Curr Opin Chem Biol，2001,，5(1):40 一 45 

Eickhoff H，Konthur Z，Leuking A et 迟 . Protein array technology: the tool to bridge genomics and proteomics。 Adv 
Biochem Eng Biotechnol，2002，77:103 一 112 

MacBeath G，Schreiber SL.，Printing proteins as Imicroarrays for high-throughput function_ determination。 Science， 
2000, 289:1760 一 1763 

Schweitzer B，witshire S，Ward DC et &L Immunoassays with rolling circle DNA amplification : a versatile platform for 
ultrasensitive antigen detection. Proc Natl Acad Sci USA,，2000,97:10113 一 10119 

Haab BB，Dunham MJ ，Brown PO. Protein microarrays for highly parallel detection and quantitation of specific proteins 
and antibodies in complex solutions. Genome Biol，2001，2(2) :R4 

Jones V W, Kenseth JR，Porter MD et wzL .Microminiaturized'immunoassays using atomic force microscopy and compo- 
sitionally pattered antigen arrays. Anal Chem，1998.70(7) 1233 一 1241 

Cahill'DJ. Protein and 于 > 入 arrays and their medical applications. ] Immunol Methods,，2001,，250:81 一 91 
Walter G，Bussow 开 ,Cahill D et wL ， Protein arrays {for gene expression and molecular interaction screening. Curr Opin 
Microb,， 2000,，18:393 一 397 

Arenkov，kukhtin A，Gemmell A，et &L Protein Microchips: use for immunoassay and enzymatic reaction。 Anal 
Biochem，2000,，278:123 一 131 

Zhu 百 ，Snyder M. Protein chip technology. Curr Opin Chem Biol, 2003,，7(1): 55 一 63 

Mendoza L G,，McQuary，Mongan A et wy . High-throughput microarray-based enzymelinked imnmunosorbent(ELISA) . 
Biotechniques，1999，27(4): 778 一 788 

Zhu 百 ,Klemic JF，Chang S et &L Analysis of yeast protein kinases using protein chips， Nat Genet，2000,，26:283 一 
289 

Haab BB. Advance in protein microarray technology for protein expression and interaction profiling， Curr Opin Drug 
Disc Dev，2001, 4: 116 一 123 

Templin MF，Stoll D，Schrenk M，et &w . Protein microarray technology. Trends Biotechnol，2002,，20:160 一 166 
Davies 百 ，Lomas LL， Austen B. Profiling of amyloid beta peptide variants using SELDI Protein Chip arrays. BioTech- 
niques，1999,，27:1258 一 1261 

McDonnell JM. Surface plasmon resonance: tovwards an recognition， Curr Opin Chem Biol，2001，S: 5$72 一 377 
Nieba 直 ，Nieba-Axmann SA，Persson A et QL . BIACORE analysis of histidine-tagged proteins using a chelating NTA 
sensor chip. Anal Biochem，1997，252:217 一 228 、 
Salamon Z，Brown MEF, Taollin G. Pliasmon resonance spectroscopy: probing molecular interactions within Imembranes. 
Trends Biochem Sci，1999,，24:213 一 219 

Sapford DG，Liron-Z, Shubin YS er al: Kinetics of antigen binding to arrays of antibodies in different sized spots。 Anal 
Chem,，2001,，73: 55$18 一 5524 


6 








第 二 十 二 章 重 日 质 组 生物 信息 学 


生物 信息 学 在 蛋 白 质 组 学 的 研究 中 将 起 到 特殊 的 重要 作用 ,因为 基因 组 和 和 蛋白 质 组 
研究 提供 数据 的 数量 之 巨大 在 生物 学 上 是 史无前例 的 ,这 非 同 一 般 的 大 量 数 据 必 须要 有 
高 度 自动 化 的 处 理 , 包 括 数据 的 获取 、 输 入 .储存 加工 以 及 数据 库 之 间 的 联系 。 输 入 和 输 
出 数据 必须 非常 迅速 并 有 质量 控制 ,有 必要 和 完备 的 信息 管理 系统 ,数据 处 理 需要 设计 各 
种 特殊 软件 ,以 及 对 这 些 软件 的 整合 ,形成 高 通 量 、 上 自动 化 .可 编辑 的 各 类 重 白 质 组 学 分 析 

台 。 由 于 蛋白 质 组 比 基 因 组 具有 更 大 的 复杂 性 ,因而 蛋白 质 组 生物 信息 学 研究 更 具有 
挑战 性 。 

蛋白 质 组 生物 信息 学 的 研究 内 容 主 要 包括 大 规模 和 蛋 日 质 组 学 实验 信息 的 产生 ,将 实 
验 信息 处 理 成 具有 生物 学 意义 的 实验 结果 ,对 实验 结果 的 分 析 和 实验 结果 的 发 布 , 以 及 对 
上 述 过 程 的 管理 。 


一 、 大 规模 蛋 日 质 组 学 实验 信息 的 产生 


蛋白 质 组 实验 产生 的 实验 信息 大 多 依赖 于 仪器 ,如 双向 凝 胶 电泳 仪 \ 质 谱 仪 等 ,这 些 
实验 数据 的 产生 当然 离 不 开 信息 处 理 和 采集 软件 ,不 过 这 些 软件 基本 上 与 仪器 绑 定 工作 ， 
在 此 不 再 缆 述 。 


二 、 将 实验 信息 处 理 成 具有 生物 学 意义 的 实验 结果 


生物 学 实验 产生 的 数据 本 身 大 多 是 数字 信和 号 (如 谱 线 .图像 或 数值 ) ,如 何 把 这 些 数字 
信和 号 转换 成 具备 生物 学 意义 的 实验 结果 (如 蛋白 质 名 称 、 多 肽 序列 、 蛋 白质 结 构 、 蛋 白质 差 
异 等 ) 是 蛋白 质 组 学 生物 信息 研究 的 核心 。 目 前 的 实验 信息 主要 来 自 两 方面 ,一 是 蛋白 质 
组 表达 谱 及 其 相关 信息 ,如 双向 凝 胶 电泳 图 谱 、 蛋 白质 芯片 图 谱 、 蛋 白质 相互 作用 等 。 另 
一 方面 则 是 以 质谱 技术 为 中 心 的 蛋白 质 鉴定 数据 。 前 者 大 多 是 图 像 ,所 涉及 的 信息 处 理 
技术 有 图 像 获取 识别、 定量 及 其 差异 比 对 等 过 程 。 本 书 的 第 十 五 章 已 对 双向 凝 胶 电 泳 图 
谱 分 析 做 了 阐述 。 在 此 主要 讨论 如 何 将 质谱 的 蛋白 质 鉴 定数 据 转换 为 具有 生物 学 意义 的 

蛋白 质 样品 被 选 定 的 酶 水 解 ,形成 多 肽 ,不 同 质量 的 多 肽 被 质谱 仪 检 测 出 来 ,得 到 质 
谱 (MS)。 肽 可 以 进一步 被 打 碎 ,并 测 得 碎片 质量 分 布 , 即 串联 质谱 (MSVMS)。 用 质谱 识 
别 蛋 白质 的 方法 有 三 种 :第 一 种 是 肽 质量 指纹 图 谱 结 合 数据 库 搜 索 识 别 和 蛋白 质 。 先 对 蛋 
自 质 模 拟 酶 解 ,得 到 理论 质谱 ,再 将 理论 质谱 与 实验 质谱 进行 比较 ,符合 的 作为 结果 。 这 
样 的 算法 有 Mascot\ ProFound 等 ;第 二 种 是 用 串联 质谱 数据 搜索 数据 库 。 对 蛋白质 模拟 
酶 解 ,再 对 肽 模拟 碰撞 ,得 到 理论 串联 质谱 与 实验 串联 质谱 进行 比较 ,符合 的 作为 结果 。 
所 采用 的 方法 有 Mascot\SEQUEST 、MS-Tag 等 ;第 三 种 是 从 串联 质谱 数据 直接 推测 肽 序 

′ “~ 澡 故 - 


列 , 称 作 de zoro 的 方法 。 此 法 依据 串联 质谱 的 物理 意义 直接 推测 肽 的 氨基 酸 序列 ,而 不 
是 搜索 数据 库 。 但 由 于 实验 数据 的 不 完整 性 ,只 能 得 到 部 分 序列 信息 ,还 要 进一步 利用 这 
些 部 分 信息 搜索 数据 库 , 以 鉴定 整个 蛋白 质 。 所 用 的 方法 如 :图 论 动态 规划 、 局 部 搜索 。 
这 种 方法 严重 依赖 于 质谱 的 质量 ,目前 未 得 到 广泛 应 用 。 


《一 ) 肽 质量 指纹 图 谱 结 合 数据 库 搜 索 识别 蛋白 质 


目前 普遍 采用 的 质谱 对 蛋白 质 识别 技术 被 称 为 肽 质量 指纹 图 谱 (peptide mass finger- 
print,PMF)。 和 蛋白 质 经 过 特异 性 和 蛋白酶 切 后 ,产生 的 多 肽 片段 通过 质谱 测定 其 分 子 质 
量 ,那么 就 可 以 利用 这 些 多 肽 的 实验 分 子 质量 同 蛋 白质 数据 库 中 的 所 有 蛋白质 ,在 计算 机 
上 与 经 过 同样 特异 性 的 蛋白 酶 理论 酶 切 后 ,所 产生 的 多 肽 的 理论 分 子 质量 进行 比较 ,通过 
区 下 4 别 算法 ,获得 一 系列 最 佳 匹 配 的 蛋白 质 ,缩小 蛋白 质 识别 的 范围 ,从 而 最 终 可 能 获 
得 与 实验 一 致 的 蛋白 质 。 因 此 ,可 以 利用 计算 机 ,模拟 蛋白 质 酶 切 以 及 测定 分 子 质量 的 过 
和 计 关于 于 刘 末 十 时 席 风 有 二 才 且 二 三 更 进一步 ,可 
以 利用 MS 所 获得 的 一 系列 多 肽 分 子 质 量 ,通过 一 个 功能 强大 的 查询 系统 ,有 针对 性 地 对 
蛋白 质数 据 库 或 核酸 数据 库 进 行 操 作 。 
通过 这 样 一 个 基于 多 肽 指纹 图 谱 鉴 定 的 计算 机 分 析 系 统 (图 22.1) ,用户 可 以 选 定 所 
要 查询 的 蛋白 质 序 列 的 范围 (分 类 及 分 子 质量 ) ,然后 按照 用 户 界 定 的 条 件 ( 如 多 肽 的 分 子 
质量 及 精确 范围 , 酶 的 种 类 ,修饰 ,最 多 可 能 漏 掉 的 酶 切 位 点 等 ) ,然后 根据 打分 矩阵 来 判 
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图 22.1 多 肽 指纹 图 谱 鉴定 的 计算 机 分 析 系 统 





定 哪 些 符合 条 件 上 且 显 著 性 足够 高 的 蛋白 质 序列 ,并 按照 分 值 的 高 低 , 给 用 户 显 示 相 关 的 各 
种 信息 。 下 面 分 别 介绍 多 肽 指纹 图 谱 鉴定 的 计算 机 分 析 。 


1. 理论 酶 切 数据 库 结构 


(1) 蛋白 质数 据 库 的 处 理 

数据 库 来 源 包 括 Swiss-Prot\TrEMBL 和 TrEMBL-new 所 有 的 非 宛 余 的 蛋白 质 信 息 。 
Swiss-Prot 是 一 个 含有 注释 信息 的 蛋白 质数 据 库 。TrEMBL 则 是 对 Swiss-Prot 的 补充 , 那 
些 还 没有 进行 整合 进入 Swiss-Prot 的 翻译 的 CDS ,都 放 在 TrEMBL 内 ,这 些 CDS 来 源 于 
EMBL 核酸 库 。TrEMEBL 作为 Swiss-Prot 的 预先 考虑 部 分 。 另 外 , TrEMBL-nevw 由 EML- 
BL 核酸 库 中 的 CDS 产生 ,还 未 经 过 整理 。TrEMBL-nevw 要 经 过 注释 升级 和 去 除 宛 余 , 才 
能 进入 TrEMBL。 
(2) 理论 酶 切 多 肽 数据 库 的 建立 

根据 每 个 蛋白 酶 所 具有 的 特异 性 识别 位 点 ,可 以 将 所 有 的 蛋白 质 用 不 同 的 蛋白 酶 切 
后 ,形成 多 肽 片段 。 这 里 要 考虑 试验 中 可 能 出 现 的 不 完全 酶 切 的 情况 。 例 如 ,一 条 有 蛋白质 
序列 被 一 种 酶 完全 酶 切 后 ,产生 ”个 切 点 ,+1 条 片段 ,那么 ,如 果 在 最 多 可 能 漏 掉 3 个 
酶 切 位 点 的 情况 ,会 产生 42 - 2 条 不 同 的 多 肽 片段 。 另 外 一 种 情况 , 则 是 实验 中 可 能 会 
存在 用 2 种 不 同 的 蛋白 酶 切 同 一 条 蛋白质 序列 的 情况 ,那么 就 会 出 现 2 种 酶 的 各 种 随机 
组 合 的 识别 位 点 (当然 , 某 些 酶 是 不 可 能 同时 作用 于 一 条 蛋白 质 序列 的 ) ,产生 更 多 的 多 肽 
片段 。 所 有 的 情况 都 应 考虑 进去 ,将 产生 的 各 种 不 同 的 多 肽 片段 放 人 数据 库 ,并 与 相应 的 
酶 、 蛋 白质 序列 关联 ,同时 记 下 产生 的 条 件 以 及 相应 的 位 置 等 信息 ,同时 计算 每 一 条 多 肽 
片段 的 分 子 质 量 。 
(3) 分 子 质量 的 计算 

常用 的 蛋白 质 氨基 酸 一 共有 20 种 ,采用 最 精确 的 分 子 质 量 来 计算 多 肽 的 分 子 质 量 。 
由 于 经 常会 对 蛋白 质 进行 修饰 ,如 糖 基 化 、 磷 酸化 以 及 酰胺 化 等 ,这 样 蛋白 质 以 及 酶 切 后 
的 多 肽 的 分 子 质 量 就 会 改变 。 因 此 ,如 果 当 用 户 选择 了 某 种 修饰 时 ,分子 质量 的 计算 则 会 
不 同 。 


2. 分 子 质量 查询 (MOWSE) 打 分 体系 


在 建立 的 多 肽 数据 库 中 ,通常 会 给 每 一 条 多 肽 分 配 一 个 出 现 频 度 因子 ,出现 频 度 因 子 
可 如 下 计算 : 

计算 多 肽 数据 库 所 有 的 分 子 质量 在 10 000Da 以 内 的 多 肽 片段 总 数 ,再 对 分 布 在 
10 000Da 框 内 的 每 个 相隔 100Da 的 亚 框 , 计 算 落 在 各 亚 框 中 的 多 肽 片段 总 数 ”, 则 落 在 
各 亚 框 中 的 多 肽 片段 获得 相应 的 出 现 频 度 (下 ) 为 : 

下 

定义 所 有 亚 框 中 最 大 出 现 频 度 为 Fw, 则 得 到 归 一 化 各 亚 框 中 的 多 肽 片段 相应 的 出 

现 频 度 为 : 
下 /人 

利用 出 现 频 度 因子 局 ,可 以 增加 背景 分 值 ,降低 随机 匹配 的 影响 ,有 效 提高 分 辩 率 。 

所 有 的 匹配 片段 都 将 对 最 终 的 分 值 产生 贡献 , 非 匹 配 片段 的 贡献 将 被 忽略 。 最 终 的 分 值 
"。 479 。 


按 下 式 计算 : 
Score=S0X( 了,x 互 ) 

也,: the product of n distribution scores( 出 现 频 度 因 子 已 ); 

妃 :Hit protein MW in kDa 

MOWSE 算法 是 一 个 好 的 起 点 ,因为 它 正 确 地 将 蛋白 质 被 位 点 特异 性 的 蛋白 酶 消化 
的 行为 模式 化 。 其 优点 表现 在 :用 简单 的 规则 来 判断 一 个 结果 是 否 显著 ,实现 对 数据 库 的 
快速 查询 ;不 同形 式 的 匹配 结果 可 以 在 同一 查询 过 程 中 实现 ;基于 不 同 数据 库 的 不 同 查询 
结果 可 以 相互 比较 ;查询 参数 通过 反复 实践 更 容易 被 优化 。 利 用 基于 打分 算法 的 概率 表 
明 所 得 结果 在 统计 上 的 显著 性 ,如 果 某 个 确切 的 且 分 值 较 高 的 匹配 ,在 数据 库 中 并 不 能 找 
到 相符 的 和 蛋白质, 最 高 分 值 的 匹配 则 是 与 其 同 源 性 最 高 的 序列 ,通常 是 与 这 个 测试 蛋白 质 
相近 的 物种 的 同 源 蛋 白质 。 实 验 表明 ,可 以 通过 至 少 3 一 4 条 多 肽 分 子 质量 ,扫描 5$0 000 
多 条 多 肽 的 数据 库 ,来 确定 样品 蛋白 质 的 身份 ,通过 打分 算法 可 以 容忍 实验 中 相差 几 个 
Da 的 分 子 质量 误差 。 利 用 打分 方案 ,可 以 使 分 子 质量 更 大 的 多 肽 具有 更 高 的 得 分 权重 ， 
可 以 在 不 同 大 小 的 蛋白 质 中 多 肽 分 子 质 量 的 非 随机 分 配 被 补偿 ,可 以 减少 在 较 大 的 蛋白 
质 (>200Xx 102Da) 的 随机 分 值 的 积累 影响 。 


3. Mascot 系统 


Mascot[ 是 在 MOWSE 程序 的 基础 上 进一步 开发 的 。MOWSE 是 第 一 个 使 用 肽 质 
量 指纹 (peptide mass fingerprinting) 识 别 蛋 白质 的 程序 。 MOWSE 主要 缺点 是 :数据 库 使 
用 索引 进行 预 处 理 ,这些 索引 往往 容量 很 大 并 且 创 建 较 慢 ,每 次 进行 数据 库 更 新 时 操作 比 
较 繁 琐 ; 不 处 理 可 变 修 饰 的 情况 ; 提供 功能 十 分 有 限 。 与 MOWSE 相 比 ,Mascot 功能 大 为 
增强 ,Mascot 的 特点 是 :中 利 用 多 处 理 器 系统 处 理 数据 ;@ 完 全 基于 Web 界面 (核心 搜索 
引擎 使 用 ANSI C 编写 ,使 用 Perl CGI 进行 Web 处 理 );@ 去 除了 对 数据 库 进 行 索 引 的 处 
理 方法 ;@ 田 可 以 处 理 固定 和 可 变 修饰 的 情况 ;@ 增 加 了 概率 打分 和 支持 MSMMS 数据 查 
询 ,支持 多 种 流行 数据 库 ;@@ 数 据 处 理 速度 大 大 增加 。 主 要 原因 是 使 用 了 多 处 理 器 ,以 及 
把 数据 库 直 接 映射 进 内 存 等 方法 。 同 时 处 理 数据 使 用 多 线程 模型 。 

Mascot 没有 使 用 数据 库 中 解释 信息 ,虽然 对 有 良好 解释 信息 的 数据 库 ( 如 Swiss- 
Prot) 来 说 ,解释 信息 对 于 了 解 翻译 后 修饰 (post-translational modification) 有 用 ,但 是 ,一 些 
从 核酸 库 中 直接 翻译 过 来 的 氨基 酸 序列 往往 不 包含 解释 信息 。 

对 于 数据 库 中 含有 较 高 重复 片段 的 蛋白 质 , 打 分 方法 无 法 较 好 处 理 。 例 如 ,蛋白 质 
AF005273 ,虽然 分 子 质量 为 1.2 x 10Da, 但 是 超过 80% 的 序列 是 由 相同 的 一 段 
7 000Da 重 复 片 段 重 复 组 成 ,如 果 所 给 的 实验 数据 中 有 一 组 与 这 7 000Da 相符 合 , 则 在 
查询 结果 中 , AF005273 的 分 值 会 非常 高 ,而 实际 上 很 可 能 实验 蛋白 质 只 包含 一 段 
7 000Da 序 列 。 


《二 ) 用 串联 质谱 数据 搜索 数据 库 


用 串联 质谱 数据 搜索 数据 库 识 别 蛋 白质 适用 于 以 下 情况 :识别 复杂 的 蛋白 质 混 合 物 ; 
验证 肽 质量 指纹 搜索 的 结果 。 其 流程 如 图 22.2 所 示 。 
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图 22.2 用 质谱 数据 搜索 数据 库 鉴 定 蛋 白质 


图 22.2 中 实 线 框 是 数据 ,虚线 框 是 计算 模块 ,阴影 框 是 与 用 MS 搜索 数据 库 的 方法 
相 重合 的 部 分 。 匹 配 是 核心 计算 模块 ,其 余 大 部 分 是 对 生物 过 程 的 模拟 。 

数据 库 处 理 模 块 依次 从 指定 数据 库 中 读 出 每 条 和 蛋白质 记 录 。 根 据 酶 .遗漏 切 点 等 参 
数 模拟 水 解 这 个 蛋白 质 , 生 成 所 有 可 能 的 理论 肽 。 从 这 些 理论 肽 可 以 计算 出 理论 MS。 
根据 实验 参数 和 肽 的 物理 化 学 性 质 对 每 个 理论 肽 可 以 进行 模拟 碎 裂 过 程 , 生 成 理论 碎片 
离子 。 从 这 些 理论 碎片 离子 可 以 计算 出 每 个 肽 序列 对 应 的 理论 MSVMS。 

在 理论 MSVMS 和 实验 MSVMS 比较 打分 之 前 ,需要 对 实验 质谱 信息 进行 预 处 理 和 
解释 。 预 处 理 是 为 了 去 除 实验 质谱 中 的 噪声 ,提取 有 效 数 据 。 对 质谱 的 解释 可 以 得 到 序 
列 标签 等 信息 。 用 这 些 解 释 信 息 和 用 户 输入 的 一 些 参数 可 以 直接 过 滤 掉 不 满足 要 求 的 蛋 
白质 序列 或 肽 序列 。 最 后 ,将 理论 MSVMMS 与 实验 MSVMMS 进行 比较 ,给 肽 和 和 蛋白质 打 
分 。 这 时 也 可 能 会 用 到 MS .序列 标签 等 信息 。 得 到 的 结果 按 分 值 排列 ,高 通 量 的 系统 还 
应 对 分 值 的 有 效 性 进行 评价 。 显 示 给 用 户 的 结果 中 可 能 还 包括 更 多 的 信息 ,需要 从 数据 
库 中 读 取 。 

这 是 所 有 用 MSVMS 搜索 数据 库 识 别 蛋白 质 的 系统 总 体 的 流程 ,每 个 系统 侧重 点 和 
算法 各 不 相同 。 但 所 有 搜索 数据 库 的 系统 都 强调 打分 模块 ,这 也 是 本 节 介 绍 的 重点 。 


1. SEQUEST 算法 和 系统 


SEQUEST 算法 和 系统 52 是 由 美国 华盛顿 大 学 的 John Yate 亚 开发 的 ,并 由 Finnigan 
质谱 公司 整合 到 质谱 数据 分 析 系 统 并 得 到 进一步 优化 ,已 成 为 目前 最 常用 的 蛋白 质 鉴定 
软件 之 一 。 用 MSVMS 搜索 数据 库 的 过 程 分 为 四 步 。 

(1) 对 串联 质谱 数据 进行 处 理 

WO 把 碎片 离子 质 核 比 转换 成 整数 ,这 样 可 以 将 计算 速度 提高 两 倍 。 

包 消 除 母 离子 两 侧 10u 范围 的 数据 ,以 避免 计算 出 的 碎片 离子 质 核 比 与 母 离 子 发 生 
匹配 ,导致 错误 结果 。 
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@ 只 保留 200 个 最 丰富 的 离子 ,并 把 丰 值 归 一 化 到 100。 

由 相差 在 正 负 lu 之 间 的 碎片 离子 丰 度 被 统一 到 其 中 较 高 的 值 。 

名 标记 出 质 核 比较 小 的 immonium 离子 (+ NH2 = CH(CR)), 这 些 粒 子 经 常 指示 着 
His\Met\Trp、Tyr 或 者 Phe 等 氨基 酸 的 出 现 。 
(2) 搜索 与 母 离子 相 匹配 的 序列 

搜索 数据 库 中 的 所 有 子 串 ,不 考虑 蛋白 酶 的 特异 性 。Mass tolerance 在 正 负 0.05% 或 
者 最 小 lu 之 间 。 发 现 Mass tolerance 在 正 负 3u 之 内 都 不 会 影响 准确 度 。 质 核 比 计算 方 
法 如 下 : 

& 三 上 十 
y=MW-Zm 

这 时 要 考虑 氨基 酸 的 修饰 。 有 些 修 饰 影响 肽 的 碎 裂 方式 ,如 glycosylation; 有 些 修饰 是 可 
挛 的 。 
(3) MSMMS 匹配 的 打分 方法 

与 母 离子 质 核 比 相 匹配 的 序列 被 模拟 打 碎 ,然后 与 实验 MSVMS 比较 ,打分 时 要 考虑 
以 下 三 点 : 

dg 在 正 负 lu 误差 内 ,与 质谱 中 观察 到 的 离子 相 匹配 的 预测 碎片 离子 的 数目 ni, 以 及 
它们 的 丰 度 im。 

@O) 若 发 生 连续 的 离子 系列 匹配 , 则 加 入 分 数 增长 项 a(0.075)。 

@) 对 于 质谱 中 的 immonium 离子 (与 His\Met\Trp、Tyr 或 者 Phe 等 氨基 酸 相 联系 ) ， 

视 序列 中 是 否 出 现 这 些 氨基 酸 ,加 减 分 数 项 灭 (0.15)。 最 后 ， 

Sp=(2ia)mi(L1+B)(1+p)Xmi 

(4) 交叉 -相关 (cross-correlation ) 分 析 

上 面 的 打分 方法 对 小 质量 肽 不 利 , 因 此 SEQUEST 对 用 上 面 打 分 方法 匹配 出 的 前 
500 个 结果 再 进行 交叉 -相关 分 析 。 

首先 按 一 定 规则 对 匹配 的 氨基 酸 序列 重建 其 质谱 ,再 对 实验 质谱 做 适当 处 理 ,以 使 两 
个 质谱 之 间 交 义 - 相 关 分 析 能 够 反映 出 碎片 离子 的 相似 度 。 

两 个 连续 信和 号 z(t) 和 y(z) 之 间 的 交叉 -相关 计算 公式 如 下 : 

Ca 三 | zy( 十 )ci 
其 中 ,rz 是 两 个 信和 号 间 的 位 移 值 。 相 关 枯 数 实际 上 是 测量 了 两 个 信号 间 的 相合 度 。 如 果 
两 个 信和 号 是 相同 的 , 则 相关 函数 在 r*=0 处 取 最 大 值 。 离 散 形式 为 : 
肌 ” 二 | 
其 中 , zi 是 重建 质谱 ,yi 是 实验 质谱 。 两 个 实 函数 Z 工 和 y 的 离散 相关 是 离散 傅 里 叶 变 换 对 
R >XY， 

的 一 项 。 其 中 ,X 和 了 分 别 是 z 和 ?> 的 离散 傅 里 叶 变 换 , Y ”表示 复 巷 。 

交叉 -相关 的 计算 方式 为 :首先 从 0 一 4 096 对 两 个 数据 集 做 快速 傅 里 叶 变 换 , 再 把 一 
个 变换 与 另 一 个 变换 的 复 共 斩 相 乘 ,然后 对 乘积 做 反 传 里 叶 变 换 。 分 数 C, 如 下 计算 : 
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C, = R(r=0)-- ee 0 Re(r 一 A) 
一 05 二 


最 后 ,分 数 被 归 一 化 到 1.0。 
实验 发 现 , 排 在 第 一 和 第 二 位 的 氨基 酸 序列 的 交叉 -相关 参量 在 0.1 之 上 时 , 排 在 第 
一 位 的 通常 是 正确 答案 。 交 叉 - 相 关 参 量 改 善 了 对 很 多 小 质量 肽 的 打分 。 


2. Sonar 算法 和 系统 


Sonar MSVMSI3] 是 利用 串联 质谱 仪 鉴定 蛋白 质 的 新 的 软件 工具 , 它 包括 质量 控制 评 
分 (quality control scoring) 期 望 值 和 一 种 胃 新 的 MSVMS 数据 图 形 传递 手段 。mz/z 是 第 
一 个 真正 的 蛋白 质 和 多 肽 质谱 数据 分 析 自 动 化 工具 ,其 新 的 基于 信 噪 的 峰 发 现 程序 允许 
其 应 用 于 强 或 弱 信 号 ,而 用 户 不 必 干 预 。 

关于 打分 方法 ,把 实验 质谱 的 /z 轴 分 成 段 ,每 个 段 取 intensity 的 积分 ,这 样 就 
把 质谱 转换 成 了 ” 维 肽 空间 向 量 。 用 同样 的 方法 表示 理论 质谱 ,每 个 离子 的 intensity 可 
是 1, 也 可 以 根据 质谱 仪 确定 每 种 离子 的 强度 。 如 果 两 个 肽 向 量 是 平行 的 ,那么 它们 是 相 
同 的 。 向 量 的 点 积 恰好 反映 了 它们 平行 的 程度 ,因此 可 作为 肽 匹配 的 分 值 。 把 蛋白 质 的 
所 有 肽 向 量 与 质谱 向 量 的 点 积 求 和 ,作为 蛋白 质 的 分 数 。 这 种 方法 实质 上 与 SEQUEST 
的 交叉 -相关 类 似 。 

对 分 数 的 评价 是 独立 于 打分 系统 的 。 收 集 每 次 搜索 的 所 有 分 数 ,并 分 析 这 些 分 值 的 
统计 规律 。 

以 上 是 一 次 Sonar MSVMES 识别 的 高 值 分 数 的 分 布 情况 。y 轴 对 应 具有 特定 分 数 妃 
(z 轴 ) 的 序列 的 数量 。 显 然 , 有 两 类 分 数 :属于 左边 分 布 的 分 数 和 不 属于 左边 分 布 的 分 
数 。 左 边 的 分 布 对 应 于 随机 分 数 的 分 布 , 这 是 因为 当 搜索 任何 大 数据 库 时 ,大 部 分 的 分 数 
是 由 随机 匹配 引起 的 。 不 属于 这 个 分 布 的 分 数 是 可 能 的 正确 识别 。 

针对 分 数 分 布 的 高 值 部 分 ,可 以 把 这 部 分 的 函数 形式 拟 合 到 一 个 log 函数 , 即 分 数 与 
结果 数目 的 对 数值 。 实 际 中 ,做 这 一 拟 合 时 ,采用 了 最 小 方差 的 方法 确定 线性 系数 。 这 部 
分 分 布 的 可 预测 性 使 得 可 以 估计 有 多 少 个 结果 会 随机 地 具有 某 一 分 数值 。 对 于 对 数值 
为 0( 大 约 妨 =47) ,就 有 理由 推测 ,对 于 任何 一 次 试验 ,至 少 会 有 1 个 蛋白 质 ( 或 基因 ) 的 
分 数 大 于 47。 期 望 会 具有 分 数 训 的 蛋白 质 (或 基因 ) 的 数目 在 统计 学 中 通常 被 称 为 "期 户 
值 ”(expectation value) 。 

在 上 例 中 ,最 高 的 分 数 是 47 和 50, 下 一 个 是 40。 分 数 50 有 效 吗 ? 从 曲线 中 计算 出 
的 期 望 值 大 约 是 0.75 ,这 意味 着 可 期 望 得 到 3[4 个 结果 ,或 者 说 在 4 次 实验 中 得 到 3 次 
具有 这 一 分 值 的 结果 。 显 然 ,这 不 是 个 有 效 结果 。 


3. Scope 算法 和 系统 


Scopel4] 是 Celera 公司 设计 的 打分 算法 。Scope 算法 认为 ,以 往 的 打分 函数 没有 以 结 
构 化 和 量化 的 方式 利用 先 验 规则 ,没有 明确 的 模拟 仪器 测量 误差 ,没有 明确 的 模拟 噪声 峰 
值 。Scope 算法 利用 两 步 随机 过 程 模拟 MSVMS 谱 生 成 过 程 ,解决 了 上 述 问题 :根据 从 很 
多 训练 样本 估计 得 到 的 概率 分 布 , 生 成 肽 的 碎片 ;根据 仪器 测量 误差 ,从 碎片 生成 质谱 。 
(1) 谱 生成 的 随机 模型 

MSVXMS 谱 S: 正 实数 向 量 ; 
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肽 b: ”个 氨基 酸 残 基 的 序列 ; 
碎片 空间 : 肽 p 生成 的 所 有 可 能 的 碎片 质 核 比 的 集合 ; 
碎 裂 模式 :碎片 空间 的 一 个 子 集 ; 
碎 裂 空间 :所 有 碎 裂 模式 的 集合 ， 
噪声 : 碎 裂 模式 中 不 存在 的 S 中 的 峰值 ; 
碎 裂 :实验 条 件 和 肽 的 物理 化 学 性 质 决定 了 观察 到 一 个 特定 碎片 的 概率 ; 
测量 :由 于 仪器 误差 ,根据 正 态 分 布 模拟 质 峰 质 核 比 从 它 的 真正 值 的 偏离 。 
(2) 打分 
”=arg maxWw(S| 访 )， 
其 中 %(S1z) 是 给 定 肽 pb, 生成 质谱 S 的 概率 密度 函数 。 
% 6S:- 加 二 %(S 1 F;,p)PrCF 1 7)， 


其 中 F 是 碎 裂 模式 。 
(3) 碎 梨 概 率 估 计 ( 计 算 Pr( 下 | 轧 )) 
学 习 框 架 :利用 聚 类 数据 挖掘 技术 从 标注 的 MS/MS 数据 中 学 习 到 肽 的 特殊 性 质 ， 
这 些 性 质 对 特定 的 碎 裂 事件 发 生 的 可 能 性 产生 重大 影响 。 
但 是 ,没有 这 样 的 学 习 样 本 。 所 以 ,不 得 不 请 教 有 经 验 的 质谱 操作 员 来 选取 概率 。 
(4) 碎片 生成 质谱 (计算 J(S| 开 , 广 )) 
做 如 下 假设 : 
OO za[z= 加 /xz(F) 是 一 二 对 应 函数 ; 
@ S= S(m/z( 记 ) 是 一 对 应 函数 。 有 
其 中 ,第 一 个 假设 可 以 取消 。 | 
另外 ,为 每 个 质 峰 增加 一 个 噪声 碎片 ,其 质 核 比 与 质 峰 相同 。 1 
在 这 些 假设 下 ,有 | 
1S1 玉 ) 三 -6S41 们 丰 证 S 兰 太 ]，RR 征 ) 
4(S1n4i[S; 兰 太 ],F,) 
= WSIn4i[S; 关 六 下,) 


AM 
SS Se 








人 二 民 证 和 5 
机 09) 示人 生 计 江 9 兰 万 ],F,D). 


JR ODS ee 





%(CSi1LSi 兰 广 ] ,FE = 万 (S1) 
dfSadiSias[E5i] ,Fi 加 ) 


二 | AS>s ,万 (5) 9) 之 汪 -1 
0， 
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(5$) 计算 VCS|D) 
再 假设 ,对 于 碎片 {f, 观 察 到 它 的 概率 独立 于 观察 到 其 他 碎片 的 事件 。 这 个 假设 不 总 
是 成 立 的 ,但 是 没有 这 个 假设 就 不 能 有 效 计 算 内 (S|)。 


8(i,7) = 名 (SS ,Si 1F,N)Pr(E | 记 ) 


| 阳 iaaagk 
OO 1 本 六 生计 
G(-17 一 1) 
X 儿 Si | SS 二 万 ) 
区 ET 坊 太 
+ G6(i,j) -1)Pr( 广 1 力 ) ,otherwise. 
WCGSa 大 小 让 ax ,3S [Fe 力 )PrCFE | 为 9 
这 两 个 值 非常 相近 ， 计算 后 者 的 好 处 是 可 以 取 中 值 的 对 数 ， 以 避免 计算 %(R ,72) 时 的 
数字 不 稳定 性 。 
(6) 实现 细节 
@ 很 多 碎片 质量 相同 。 事 件 “ 这 个 质量 出 现 " 是 事件 “所 有 具有 这 个 质量 的 碎片 都 没 
出 现 " 的 补 。 
G@) 算法 的 好 坏 取决 于 假定 的 肽 碎片 概率 、 被 测量 到 的 质 核 比 对 于 真实 值 的 分 布 形 
式 。 在 没有 训练 数据 的 情况 下 ,只 能 靠 人 工 估计 。 
G@) 函数 %(S|z) 是 连续 概率 密度 函数 ,所 以 不 适合 用 作 打 分 函数 ,因为 任何 特定 质 
谱 的 实现 都 是 零 概 率 事 件 ,必须 决定 如 何 用 %(S1|z) 给 肽 打分 。 并 不 是 把 质谱 当 作 实数 
向 量 ,而 是 认为 每 个 谱 峰 有 一 个 小 的 宽度 ,这 个 宽度 与 质谱 仪 测量 质 核 比 的 精度 有 关 。 这 
样 就 能 计算 质谱 是 由 一 个 特定 肽 的 碎片 产生 的 概率 。 分 数 等 于 -log(p)。 


4. Mascot 系统 


Mascot 对 MSVMS 数据 的 预 处 理 包 括 以 下 几 步 : 

(1) 取消 了 对 数据 库 的 索引 处 理 过 程 。 

(2) 提供 了 对 蛋白质 质 量 的 限定 搜索 。 不 过 把 蛋白 质 质 量 作为 一 个 移动 窗口 ,对 数 
据 库 中 质量 大 于 输入 质量 的 蛋白 质 序 列 进行 处 理 。 比 如 ,指定 蛋白 质 质量 为 20 x 10?Da， 
那么 ,数据 库 中 每 一 个 超出 20 x 10?Da 的 蛋白 质 , 程 序 在 20x10?Da 窗口 范围 内 对 序列 打 
分 ,得 出 最 高 的 匹配 。 这 样 可 以 避免 蛋白 质 质量 比 数据 库 中 该 蛋白 质 条 目的 质量 小 的 情 
况 。 例 如 , Swiss-Prot 的 条 目 INS-BOVIN 蛋白质 包含 了 信和 号 和 连接 的 肽 ,所 有 累计 为 
11 394Da ,而 实验 室 测 得 的 分 子 质量 为 S 374Da。 

(3) Mascot 也 利用 峰 的 丰 度 值 。 实 验 表明 ,可 以 认为 低 于 某 个 丰 度 以 下 的 所 有 峰 都 是 
随机 噪声 ,这 样 处 理 后 的 数据 提交 给 程序 用 于 对 肽 质量 搜索 影响 不 太 大 。 其 处 理 步 又 为 : 

@ 每 隔 14Da 取 一 个 丰 度 最 高 的 峰 , 这 些 峰 全 部 保留 。 

G@) 剩余 的 峰 处 理 : 确 定 某 个 丰 度 值 , 对 该 丰 度 值 以 上 的 峰 保 留 ,以 下 的 丢弃 。 

G@G) 上 述 生成 的 所 有 的 峰 进 行规 格 化 。 


SG(4i ,7J) = 


”485 ， 


(4) 提供 物种 信息 过 滤 。 
Mascot 的 打分 方法 是 :假设 某 一 匹配 是 随机 匹配 的 概率 为 ,那么 分 数 为 -log(z 思 )。 


s. 其 他 系统 


MS-Tagl51 是 ProteinProspector 软件 包 中 的 一 个 。MS-Tag 有 两 种 工作 方式 ,一 种 是 
利用 某 个 肽 的 质谱 数据 进行 数据 库 查 询 , 得 出 数据 库 中 可 能 与 这 个 质谱 数据 匹配 的 所 有 
肽 的 序列 。 另 一 种 是 结合 de xzovzo 序列 解释 方法 :计算 出 所 有 可 能 的 氨基 酸 组 成 ;为 每 种 
组 合 在 线 地 生成 所 有 序列 ,再 由 MS-Tag 逐个 检查 ,就 像 查找 一 个 所 有 可 能 组 合 的 数据 
库 。 这 种 方法 缺点 很 明显 :数据 需要 很 好 的 质量 精确 度 和 immonium 离子 表示 ; 随 着 肽 序 
列 增长 ,排列 数 呈 指数 增加 ,所 以 此 方法 要 求 肽 小 于 1 300Da。 

MS-Tag 不 使 用 打分 系统 。 其 理论 是 :MSVMS 质谱 数据 经 过 预 处 理 后 ,将 每 一 个 
MSV/MS 质谱 数据 都 看 作 是 一 个 碎 裂 离子 数据 ,对 蛋白 质数 据 库 中 的 每 一 个 肽 ,测试 它 所 
能 生成 的 所 有 离子 类 型 ,看 是 否 与 某 个 MSVXMS 质谱 数据 匹配 。 一 个 肽 序列 所 能 生成 的 
碎 裂 离子 与 输入 的 MSMMS 质谱 数据 匹配 得 越 多 , 它 越 可 能 是 查询 结果 。 然 后 按 下 列 规 
则 将 多 个 匹配 排序 :中 生成 较 少 的 不 匹配 的 碎 裂 离子 的 肽 序列 排 前 ; @O 按 肽 质量 由 小 到 大 
排序 ;GO 按 索引 值 由 小 到 大 排序 。 

PepSealg] 使 用 肽 序列 标签 搜索 数据 库 。 肽 序列 标记 是 蛋白 质 水解 后 , 肽 的 一 小 段 氢 
基 酸 序列 加 上 该 肽 的 质量 以 及 肽 碎片 的 质量 信息 。 这 种 方法 速度 很 快 ,不 过 需要 在 搜索 
之 前 提取 肽 序列 标记 (虽然 这 也 可 以 自动 化 地 提取 ) 。 

PepFragl7] 使 用 与 其 他 质谱 信息 (如 氨基 酸 组 成 成 分 ) 相 结合 的 肽 片段 质量 信息 鉴定 
蛋白 质 。 


三 ) 对 各 种 算法 和 系统 的 评价 


不 管 是 de xzoro 测序 ,还 是 数据 库 搜 索 方 法 ,都 需要 对 输入 的 实验 质谱 数据 进行 预 处 
理 , 以 减少 噪声 ,提取 有 效 数 据 。 对 于 质 峰 的 选取 ,需要 确定 选取 多 少数 目的 质 峰 和 哪些 
质 峰 。 简 单 的 方法 是 选取 丰 度 值 最 高 的 固定 数目 质 峰 ,如 SEQUEST。 而 Mascot 则 动态 
地 确定 要 选取 的 质 峰 的 数目 , 它 考 虑 了 匹配 时 肽 的 性 质 (如 长 度 )。 更 复杂 的 去 噪声 的 办 
法 还 有 利用 最 大 灶 原 理 , 如 MicromasslLs1 等 。 但 仅 赁 丰 度 值 选取 质 峰 是 不 够 的 ,因为 有 用 
的 质 峰 可 能 被 噪声 埋没 。 所 以 ,合理 的 做 法 是 加 入 先 验 知识 。Mascot 通过 在 每 一 个 固定 
范围 内 (14Da) 保 留 一 个 质 峰 的 方法 加 强 了 对 小 丰 度 值 质 峰 的 选取 ,以 获得 与 离子 系列 相 
对 应 的 质 峰 阶梯 。 也 有 人 考虑 了 峰之 间 的 相关 性 来 调整 质 峰 的 丰 度 ,以 选择 最 优 的 一 组 
峰 ,如 AuDeNS!9]。 笔 者 认为 ,充分 利用 关于 质谱 的 先 验 知识 选取 质 峰 应 是 未 来 的 趋势 ， 
理论 完备 的 信和 号 处 理 方法 未 必 适 合 解决 这 一 特殊 的 生物 问题 。 

在 识别 蛋白 质 时 ,完全 依赖 于 对 质谱 的 解释 就 成 了 de zxoro 的 方法 。 搜 索 数据 库 的 
各 个 系统 也 或 多 或 少 地 加 入 了 解释 模块 ,其 目的 是 直接 过 滤 掉 不 符合 的 序列 以 加 快 搜索 
速度 和 减少 错误 匹配 。 最 简单 的 方式 就 是 利用 蛋白 质 或 肽 的 质量 信息 进行 过 滤 ,如 SE- 
QUEST 和 Mascot 等 。PepFrag 利用 了 氮 基 酸 组 成 信息 (氨基 酸 组 成 与 氨基 酸 序列 是 不 
同 的 概念 ,氨基 酸 组 成 只 是 说 明 氮 基 酸 的 出 现 ,没有 位 置信 息 )。 有 的 还 加 入 蛋白 质 的 等 
电 点 值 , 如 MS-Tag 等 。 更 复杂 的 是 从 质谱 中 解释 出 部 分 氨基 酸 序列 信息 , 称 作 序列 标 
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签 ,如 PepSea。 准 确 的 序列 标签 对 于 消除 假 阳 性 非常 有 效 。 值 得 注意 的 是 ,过 多 的 和 不 
正确 的 解释 也 可 能 误导 搜索 的 过 程 。 多 大 程度 的 解释 才 算 合适 ,以 得 到 最 好 的 搜索 效果 
是 有 待 探讨 的 问题 。 无 论 如 何 , 有 效 的 解释 模块 对 于 提高 系统 的 性 能 是 非常 重要 的 ,这 也 
是 未 来 搜索 数据 库 系统 的 发 展 趋势 。 

打分 算法 是 搜索 数据 库 算 法 的 核心 。 普 通 的 打分 算法 包括 简单 地 对 匹配 的 质 峰 计 
数 ,累加 匹配 的 质 峰 的 丰 度 值 ,或 者 把 丰 度 值 取 对 数 后 再 累加 。 取 对 数 的 目的 是 弱化 丰 度 
的 贡献 。SEQUEST 除了 累加 匹配 的 峰 的 丰 度 值 外 ,还 考虑 了 特定 信息 对 分 值 的 加 权 。 
SEQUEST 还 采用 交叉 -相关 分 析 重 新 对 用 上 述 方法 得 出 的 前 $00 个 结果 重新 打分 ,以 加 
强 对 小 肽 的 打分 。Mascot 是 基于 概率 的 打分 算法 ,提出 了 书 值 的 概念 , 即 计 算 匹 配 为 随 
机 的 概率 ,再 由 这 个 概率 计算 分 数 。Sonar MSVXMS 把 质谱 转化 为 向 量 , 用 向 量 的 点 积 作 
为 分 值 , 这 实质 上 也 是 交叉 -相关 分 析 。SCOPE 利用 Bayes 模型 进行 打分 , 即 对 于 给 定 的 
质谱 求 每 个 序列 的 后 验 概率 作为 分 值 。 这 些 打 分 算法 复杂 程度 各 异 ,也 各 有 优 缺 点 。 交 
叉 - 相 关 分析 来 源 于 信和 号 处 理 理 论 ,用 于 比较 两 个 信号 是 否 一 致 ,但 未 必 适 合 于 质谱 这 一 
特殊 信和 号。 如 果 简 单 地 把 质谱 当 作 普通 信号 进行 处 理 , 不 加 入 先 验 知识 ,那么 必 将 丢失 很 
多 信息 。Mascet 的 P 值 应 该 说 是 对 匹配 很 好 的 一 个 测量 ,文献 中 没有 给 出 计算 方法 。 但 
这 样 的 己 值 必定 是 不 可 计算 的 ,所 以 只 能 是 个 估计 值 , 仍 要 做 很 多 近似 和 利用 经 验 信息 。 
SCOPE 打分 算法 的 理论 模型 完备 ,但 为 了 便于 计算 已 做 了 很 多 假设 和 近似 。 同 时 它 还 没 
有 利用 丰 度 信息 ,对 噪声 的 模拟 也 没什么 道理 。 笔 者 认为 , 融 人 更 多 的 专家 经 验 ,充分 利 
用 对 质谱 的 解释 信息 ,考虑 更 多 的 因素 比 好 看 的 理论 模型 更 重要 。 打 分 方法 仍 是 个 尚未 
完全 解决 的 问题 。 

高 通 量 的 蛋白 质 识 别 应 尽量 排除 人 的 干预 。 所 以 ,在 打分 之 后 应 对 分 值 的 有 效 性 进行 
评价 ,也 就 是 要 确定 匹配 是 完全 随机 的 还 是 真实 匹配 。SEQUEST 在 进行 交叉 -相关 分 析 之 
后 , 赁 经 验 发 现 如 果 排 在 第 一 位 和 第 二 位 的 结果 的 分 值 相 差 在 0.1 以 上 ,那么 排 在 第 一 位 的 
结果 通常 是 真实 匹配 。 这 只 是 个 特殊 情况 。 一 般 的 做 法 有 三 种 :一 是 使 用 模拟 的 方法 ,首先 
在 肽 指纹 搜索 中 提出 91 。 在 模拟 中 ,随机 地 构造 理论 质谱 ,再 用 理论 质谱 搜索 数据 ,最 高 的 
分 数 被 保存 。 反 复 进 行 这 一 过 程 ,就 可 以 得 到 一 个 随机 识别 的 分 数 分 布 。 从 这 一 分 布 就 可 
以 计算 实际 识别 的 蛋白 质 或 肽 为 随机 的 概率 。 另 一 种 方法 是 直接 计算 随机 匹配 的 概率 。 比 
如 Mascot 认为 书 值 在 0.05 以 下 的 匹配 才 是 真实 的 。 然 而 ,这 些 直接 计算 的 方法 不 如 模拟 
的 方法 可 靠 , 因 为 计算 的 过 程 非常 复杂 ,不 得 不 做 近似 处 理 。 第 三 种 方法 是 在 每 次 搜索 中 统 ， 
计 分 数 的 分 布 。 例 如 ,Sonar MSVMMS 提出 了 期 望 值 的 概念 ,期 望 值 在 1 以 下 的 匹配 才 被 认为 
是 有 效 的 。 一 个 统一 的 评价 标准 对 于 比较 各 个 系统 的 性 能 是 必需 的 。 

总 之 ,如 何 更 有 效 地 提取 质 峰 、 对 质谱 做 更 合理 的 解释 、 设 计 灵 人 敏 性 和 选择 性 更 高 的 
打分 算法 以 及 对 分 值 的 有 效 性 做 更 准确 的 评价 , 仍 是 用 质谱 搜索 数据 库 的 方法 进行 高 通 
量 蛋 和 白质 识别 研究 中 需 面 临 的 挑战 。 


(四 ) 从 串联 质谱 数据 直接 推测 肽 序列 (ae xzozo 测序 方法 ) 
1. 原理 和 算法 


蛋白 质 鉴 定 的 一 个 重要 方法 是 使 用 一 个 蛋白 质数 据 库 来 鉴定 肽 :给 定 肽 的 串联 质谱 ， 
首先 从 数据 库 中 选 出 与 其 母 肽 质量 相 匹 配 的 那些 肽 (作为 候选 肽 ) ,然后 把 给 定 的 质谱 与 
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数据 库 中 的 候选 肽 的 理论 质谱 相 比较 ,最 后 ,将 这 些 候 选 肽 按照 它们 的 质谱 与 给 定 肽 的 质 
谱 的 匹配 程度 进行 打分 排序 。 但 这 种 方法 也 有 缺点 :它们 要 依赖 一 个 蛋白 质数 据 库 以 及 
该 数据 库 中 和 蛋白质 条 目的 正确 性 ;普遍 存在 的 翻译 后 修饰 会 降低 肽 鉴定 的 精度 ; 随 着 数据 
库 中 蛋 白 质 序列 数 的 增长 ,数据 库 搜 索 的 鉴定 方法 会 越 来 越 慢 ;这 种 方法 不 会 发 现 新 蛋 自 
质 。 即 使 Sequest 等 软件 系统 考虑 了 某 些 翻译 后 修饰 (post-translational modifications) ,未 
测序 的 蛋白 质 以 及 作为 选择 性 剪接 (alternative splicing) 产 物 的 蛋白 质 也 还 是 没有 被 考虑 
进来 。 在 此 情况 下 ,就 特别 需要 不 使 用 来 自 蛋 白质 数据 库 的 信息 而 直接 解释 串联 质谱 数 
据 的 技术 (但 此 时 要 使 用 20 种 氨基 酸 残 基 的 质量 等 信息 )。 这 种 直接 解释 串联 质谱 数据 
的 蛋白 质 鉴定 方法 就 称 为 蛋白 质 (或 肽 )ade xzovo (从 头 ) 测 序 。 

通常 情况 下 , 肽 de ”ozo 测序 分 两 步 : 第 一 步 ,生成 与 给 定 串 联 质谱 数据 相 匹 配 的 理 
论 肽 的 集合 。 这 里 需要 说 明 的 是 ,由 于 不 可 避免 的 污染 和 测量 误差 存在 ,本 集合 可 能 非常 
大 (元 素 可 能 上 万 个 )。 第 二 步 , 使 用 启发 式 方法 对 这 些 理论 肽 进行 评分 排序 ,然后 输出 评 
分 最 高 的 那些 肽 。 

与 自动 化 的 相关 数据 库 搜 索 技 术 不 同 , 使 用 质谱 数据 从 头 确定 肽 的 氨基 酸 序列 是 可 
能 的 。 这 种 方法 的 特点 就 是 要 有 专业 质谱 分 析 人 员 对 有 关 数 据 做 出 人 工 解释 。 使 用 质谱 
检测 、 以 自动 化 的 方式 进行 肽 的 从 头 测序 分 析 , 这 个 问题 目前 还 未 彻底 解决 。 然 而 ,为 解 
决 此 问题 , 正 处 于 研究 之 中 的 一 些 算法 ,能 够 用 来 确认 以 自动 化 .高通 量 的 方式 搜索 相关 
数据 库 所 获得 的 结果 。SHERENGAL0I 就 是 一 个 这 样 的 算法 , 它 能 从 串联 质谱 数据 产生 
一 个 可 能 的 肽 序列 排序 表 。 一 个 类 似 的 方法 52 基于 这 样 一 个 前 提 一 一 如 果 所 确定 的 
ce zxovo 序 列 ( 正 确 或 错误 ) 能 够 比 数据 库 导 出 的 序列 更 好 地 说 明 MSVMS 数据 ,那么 从 数 
据 库 搜索 中 得 到 的 序列 可 能 是 假 阳性 ; 另 一 方面 ,如 果 数 据 库 搜索 导出 的 序列 比 de zozo 
序列 更 好 或 者 可 同样 说 明 MSVMMS 数据 ,那么 该 导出 序列 可 能 是 一 个 适当 的 匹配 。 在 其 
他 途径 中 ,为 了 从 同一 个 数据 集中 自动 导出 de zxzovo 序列 ,使 用 肽 的 甲 基 醇 化 作用 在 两 个 
蛋白 质 混合 物 之 间 相 对 量化 和 蛋白质, 文献 [13] 研 究 了 质谱 方法 的 能 力 。 

对 于 肽 ae zxovro 测序 ,一 般 要 求 质谱 数据 的 质量 较 高 , 肽 断裂 情况 良好 , 而且 所 基 酸 
不 能 有 修饰 ,其 技术 难点 在 于 串联 质谱 数据 的 预 处 理 和 如 何 重新 标定 质谱 。 这 种 方法 的 
优点 是 即使 不 能 完全 测 对 ,也 能 提供 重要 的 肽 序列 标记 ( 几 个 氨基 酸 组 成 的 短 肽 ) , 供 数据 
库 搜 索 参 考 。 然 而 ,这 种 方法 也 有 不 足 之 处 ,就 是 不 管 方法 本 身 的 容错 能 力 多 强 , 如 果 重 
要 的 离子 质谱 未 测 出 来 ,那么 所 提供 肽 序列 的 可 信和 度 也 要 大 打折 扣 。 从 目前 实际 应 用 看 ， 
考虑 到 数据 库 搜索 方 法 和 肽 de xzovzeo 测序 方法 各 有 优 缺 点 , 肽 de xzovro 测序 与 数据 库 搜索 
相 结合 的 混合 蛋白 质 鉴定 方法 是 首选 。 

已 有 一 些 人 ,如 Fernandez-de-Cossio 等 [4] ,Taylor 和 Johnson[L2] ,以 及 DancikG 等 人 
提出 了 几 种 效率 不 等 的 生成 匹配 肽 的 集合 算法 ,他 们 都 是 将 质谱 转化 成 有 回 无 环 图 (di- 
rected acyclic graph) ,其 中 ,图 中 每 一 个 连通 的 路 径 表 示 可 能 的 肽 序列 ,也 就 是 将 肽 测序 问 
题 转化 为 在 有 向 无 环 图 中 寻找 反对 称 最 长 可 行 (最 佳 匹配 ) 路 径 问 题 (antisymmetric 
longest path problem in directed acyclic graph) ,如 图 22.2。 他 们 使 用 了 不 同 的 算法 在 多 种 
可 能 路 径 中 选择 好 的 匹配 序列 。 已 有 几 个 软件 包 , 如, Lutefiskt12.15'161 ,SHERENGALD ， 
AuDeNSL7] 以 及 其 他 系统 118-2 实 现 了 这 种 de xzozo 肽 测算 法 。 

质谱 图 中 的 顶点 对 应 于 质谱 图 像 的 质 峰 ;如果 某 一 对 顶点 对 应 的 质谱 峰值 之 差 为 某 
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个 氨基 酸 (粗略 地 说 ) 的 质量 , 则 表示 这 一 对 顶点 之 间 可 以 建立 一 个 有 向 边 ,并 且 用 这 个 所 
基 酸 标记 该 边 。 

2000 年 , Chen 等 人 ] 提 出 了 一 个 使 用 动态 规划 的 de xzozo 测序 算法 。 该 算法 有 两 
种 形式 :一 种 针对 干净 (无 噪声 等 干扰 ) 的 数据 ; 另 一 种 针对 含有 噪声 的 数据 。 因 为 干净 的 
数据 在 生物 实验 中 是 不 存在 的 ,所 以 ,针对 噪声 数据 的 de xzovo 测序 算法 才 是 可 行 的 。 
Chen 等 人 证 明了 针对 噪声 数据 的 de xzovo 测序 算法 的 时 间 复 杂 度 至 多 为 给 定 质谱 数据 
质 峰 数 的 立方 。 然 而 ,他 们 并 没有 在 实际 系统 中 给 出 该 算法 的 具体 实现 。 在 计算 上 直接 
使 用 该 噪声 算法 太 复 杂 ,因为 那样 会 使 可 能 解 的 数量 太 大 。 另 外 ,也 需要 考虑 测量 误差 。 

最 近 , 也 有 一 些 人 [54 充分 利用 有 效 质谱 峰 的 强度 一 般 都 较 高 的 特点 ,在 生成 匹配 肽 
的 集合 算法 上 ,提出 了 不 同 于 前 面 提 到 的 图 模型 ,而 是 直接 构造 求 待 测序 肽 的 质谱 峰 强 度 
之 和 最 大 的 最 优化 模型 。 从 文献 看 ,他 们 实现 的 软件 系统 PEAKS55] 的 肽 de xzowo 测序 优 
于 当前 所 有 的 肽 de xzovo 测序 软件 工具 ,而 且 , 最 近 他 们 已 对 PEAKS 进行 了 改进 ,使 其 成 
为 除 具 有 de xzrovo 测序 能 力 外 ,还 具有 数据 库 搜 索 能 力 的 混合 的 串联 质谱 蛋白 质 ( 肽 ) 鉴 
定 软 件 工具 。 


2. de movo 肽 测序 软件 


(1) 自动 化 de xzovo 肽 测序 软件 工具 AuDeNS 

Baginsky 等 人 57 提出 了 对 输入 的 质谱 峰 赋 予 相关 性 值 的 启发 式 的 数据 清洗 算法 ( 割 
草 机 算法 grass mowers ”) ,而 且 实 现 了 一 个 原型 系统 一 一 AuDeNS。 该 系统 首先 使 用 割 
草 机 算法 预 处 理 原始 质谱 数据 ,然后 利用 经 修正 的 Chen 等 523] 的 噪声 测序 算法 ,该 算法 能 
够 处 理 质谱 测量 误差 。 而 且 , 他 们 通过 对 解 赋 予 相关 性 值 ,以 及 仅 列举 用 户 指 定 的 、 与 最 
大 相关 性 值 有 关 的 域 值 内 的 那些 解 ,解决 了 可 能 的 有 关 解 的 数量 问题 。AuDeNS 系统 的 
输出 是 一 列 带 有 评分 排序 的 多 个 序列 (这 是 由 输入 数据 本 身 固 有 的 模糊 性 决定 的 ) 。 虽 然 
AuDeNS 在 性 能 上 还 未 超过 de xzovo 肽 鉴定 工具 Lutefisk ,但 Baginsky 等 人 相信 AuDaNS 
最 终 能 赶 上 或 超过 Lutefisk, 因为 AuDeNS 远 比 Lutefisk 或 Sequest 运行 得 快 ; 现 有 的 局 
发 式 清 洗 算 法 还 可 进一步 微调 ,而 且 还 可 以 增加 新 的 清洗 算法 以 及 其 他 可 以 改进 的 方法 。 
AuDeNS 工作 步骤 如 下 : 

J 应 用 一 些 数 据 清洗 算法 处 理 输入 的 质谱 数据 ,为 每 一 个 质 峰 ; 赋予 一 个 表示 其 相 
关 性 的 值 >(i)。 

@ 应 用 修正 的 肽 测序 算法 。Baginsky 等 人 的 这 个 测序 算法 是 基于 Chenl23 提 出 的 针 
对 噪声 数据 的 动态 规划 算法 的 。Chent23] 的 算法 是 求解 所 有 质 峰 对 ( 即 图 模型 中 的 边 ) 的 
权重 之 和 的 最 大 化 问题 ( 即 最 长 路 径 ) ;而 Baginsky 等 人 的 修正 算法 是 求解 所 有 质 峰 被 赋 
予 的 相关 性 的 值 之 和 的 最 大 化 问题 。 在 实验 质谱 图 中 , 质 峰 的 相关 性 比 质 峰 的 权重 更 具 
体 ,因而 后 者 的 算法 较 前 者 更 具有 合理 性 。 
(2) 使 用 MSVLMS 数据 的 肽 de mrovo 测序 软件 工具 PEAKS 

2002 年 在 美国 Orlando 召开 的 第 $0 届 ASMS 会 议 上 ;加拿大 西安 大 略 大 学 的 Bin Ma、 
Kaizhong Zhang 等 人 推出 了 他 们 开发 的 功能 强大 的 使 用 MSVZMS 数据 的 肽 de novo 测序 软件 
工具 一 PEAKS, 该 软件 能 够 自动 地 从 肽 的 MSVZMS 实验 数据 导出 该 肽 对 应 的 氨基 酸 序列 。 
PEAKS 接受 MSVMMS 数据 的 质谱 峰 列 表 之 后 ,试图 用 每 一 个 可 能 的 肽 可 产生 的 各 种 离子 解 
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释 质 谱 中 的 质 峰 ,最 后 ,把 其 中 解释 质 峰 最 好 的 那些 肽 作为 预测 的 肽 序列 输出 。 

PEAKS 的 新 颖 之 处 在 于 这 种 方法 依赖 于 更 多 的 信息 , 而且 能 容忍 质谱 仪 的 测量 误 
差 。PEAKS 的 方法 不 同 于 像 MSCOTIL261 .SequestL271 等 软件 系统 所 使 用 的 数据 库 搜索 方 
法 。PEAKS 是 搜索 所 有 可 能 的 氨基 酸 串 ,而 不 是 搜索 蛋白 质 序列 数 据 库 。 而 且 为 了 加 快 
搜索 速度 ,PEAKS 使 用 了 一 个 复杂 的 动态 规划 算法 ,该 算法 有 别 于 图 模型 方法 05'28-30] 
中 常用 的 动态 规划 算法 。PEAKS 的 动态 规划 算法 能 保证 最 好 的 那些 肽 不 被 忽略 。 一 般 
情况 下 ,PEAKS 使 用 中 等 水 平 的 台式 计算 机 能 够 在 10s 内 预测 出 经 胰 蛋 白 酶 切 得 到 的 肽 
(由 10 一 20 个 氨基 酸 组 成 ) 的 序列 。 据 说 [524 ,就 精度 而 言 ,PEAKS 的 预测 能 力 超过 了 所 
有 的 现 阶 段 能 见 到 的 其 他 肽 de ”ovro 测序 软件 工具 。PEAKS 处 理 质 谱 的 步骤 如 下 。 

@ 质谱 数据 的 预 处 理 。 包 括 噪声 过 滤 去 卷 积 以 及 将 双 电 和 荷 、 三 电荷 离子 转换 为 单 
电荷 离子 。 对 于 噪声 过 滤 , 先 要 估计 谱 的 噪声 水 平 ho, 然 后 将 所 有 质 峰 的 强度 减少 1 ,最 
后 删除 峰 强 度 小 于 或 等 于 0 的 质 峰 ;对 于 去 卷 积 , 则 先 要 检测 出 包含 高 强度 质 峰 的 邻接 序 
列 的 窗口 ,然后 对 每 一 个 窗口 ,将 其 中 的 所 有 质 峰 求 和 作为 本 窗口 "中心 ” 的 质 峰 强度 ,最 
后 移 去 除了 该 “中 心 " 以 外 的 所 有 质 峰 ;对 于 双 电 和 荷 、 三 电荷 离子 , 先 要 使 用 同位 素 离子 确 
定 离子 所 带电 荷 数 ,然后 把 多 电荷 质 峰 转换 为 单 电荷 质 峰 ,再 把 所 有 的 同位 素 离子 峰 强 度 
加 到 它们 所 对 应 的 单一 同位 素 离子 峰 上 ,最 后 移 去 同位 素 离子 峰 。 

@) 候选 肽 的 计算 。 首 先 定义 质 峰 与 离子 的 匹配 评分 ,然后 再 定义 肽 与 质谱 数据 ( 即 
由 一 列 质 峰 数 据 构成 ) 的 匹配 评分 。 一 个 质 峰 与 离子 的 匹配 评分 定义 为 该 离子 对 应 的 质 
峰 强 度 的 对 数值 乘 以 与 该 离子 和 质 峰 质量 之 差 有 关 的 一 个 因子 ;而 肽 与 质谱 数据 的 匹配 
评分 则 定义 为 所 有 质 峰 与 各 种 离子 匹配 评分 之 和 ,这 些 离子 包括 :a\b、c\ xy\z 型 离子 ,以 
及 y\b 型 离子 失 水 、 氨 后 得 到 的 离子 。 如 果 某 个 峰 与 两 个 不 同 的 离子 匹配 ,只 有 匹配 评分 
较 大 的 才 被 计算 在 内 。 有 了 肽 与 质谱 数据 的 匹配 评分 的 定义 后 ,在 此 , 肽 de xzovro 测序 问 
题 则 可 定义 为 :给 定 一 个 观测 质谱 数据 ,查找 与 之 对 应 的 匹配 评分 最 大 的 肽 。 最 后 应 用 一 
个 复杂 的 动态 规划 算法 计算 出 与 给 定 质谱 数据 匹配 得 最 好 的 肽 。 通 常 可 选取 评分 最 好 的 
前 10 000 个 肽 序列 作为 候选 肽 序列 。 

@) 候选 肽 的 排序 。 通 过 更 加 精确 的 评分 计算 ,对 第 二 步 中 得 到 的 候选 肽 进一步 评 
估 。 在 本 步 中 ,要 考虑 到 immonium 离子 和 内 部 分 裂 离 子 。 离 子 质 量 允 许 误 差 也 要 比 第 
二 步 的 减 小 。 此 外 ,质谱 数据 也 要 重新 标 度 ,以 体现 由 于 温度 变化 引起 的 质谱 仪 误差 。 通 
过 使 y 离子 的 /zx 值 与 对 应 的 质 峰 相 适 应 ,计算 出 重新 标 度 的 因子 。 本 重新 标 度 方法 
极 似 Taylor 等 552] 使 用 的 方法 。 待 所 有 的 候选 肽 的 新 评分 计算 完 之 后 ,具有 最 高 评分 的 前 
2 个 肽 序列 被 输出 ,其 中 ”为 用 户 指 定 的 正 整 数值 。 


3. 将 来 可 能 的 发 展 方向 与 趋势 


一 方面 , 肽 de zovro 测序 问题 本 身 可 从 以 下 方面 继续 研究 :四 充分 考虑 实际 质谱 实验 
数据 特点 ,研究 更 好 的 串联 质谱 数据 预 处 理 方法 ;@ 构 造 与 预 处 理 方 法 相 适 应 的 更 加 合理 
的 模型 .算法 ;G) 利 用 统计 方法 对 已 知 的 蛋白 质 序 列 数 据 进 行 分 析 , 进 一 步 处 理 上 一 步 输 
出 数据 。 

另 一 方面 ,由 于 现 阶 段 肽 ae xzovo 测序 问题 针对 的 原始 数据 的 局 限 性 ( 即 串联 质谱 实 
验 数据 与 理论 数据 相 比 还 不 够 理想 ) ,研究 肽 de xzovo 测序 方法 与 数据 库 搜 索 方法 相 结合 
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的 蛋白 质 鉴定 的 混合 方法 ,或 许 更 实用 一 些 。 
(五 ) 高 通 量 蛋 白质 识别 | 


对 PMF 进行 操作 的 过 程 完 全 可 以 依靠 计算 机 程序 化 , 即 对 高 通 量 的 蛋白 质 实现 自 
动 识别 。 这 也 是 实际 的 需要 ,通常 在 实验 中 ,从 质谱 测 得 的 各 多 肽 的 分 子 质量 的 数据 是 批 
量 的 , 当 对 数 百 个 蛋白 质 进行 识别 时 , 则 可 能 产生 数 千 个 多 肽 分 子 质量 ,这 样 的 工作 量 是 
不 可 能 通过 人 工 来 完成 的 。 必 须 建立 一 个 自动 进行 的 高 通 量 蛋 白质 识别 系统 (protein 
identification pipeline) 。 

在 为 高 通 量 的 蛋白 质 识别 建立 一 个 完整 的 计算 流程 (pipeline) 之 前 ,有 必要 明确 所 建 
立 的 这 个 系统 所 能 够 处 理 的 任务 的 范围 ,计算 资源 的 消耗 以 及 复杂 度 。 对 于 一 个 经 济 的 
计算 资源 的 消耗 ,在 进程 的 每 一 个 阶段 必须 具有 同等 的 通 量 , 必 须 识 别 且 排 除 瓶 颈 的 出 
现 ,顺利 而 有 效 地 处 理 从 MS 获得 的 大 量 数据 。 

首先 必须 确定 对 于 高 通 量 蛋 白质 识别 的 MS 数据 处 理 的 具体 参数 。 例 如 ,工作 量 蛋 
期 、 时 间 ` 查 询 类 型 ,状态 等 ,以 及 返回 数据 库 的 查询 结果 应 如 何 分析 。 作 为 一 个 高 效 的 识 
别 系统 ,应 该 可 以 根据 结果 来 确定 后 面 分析 的 回路 。 


二 、 对 实验 结果 的 分 析 


一 且 蛋 白质 的 序列 信息 明了 ,下 一 步 就 是 通过 各 种 分 析 工 具 了 解 该 蛋白 质 的 性 质 , 如 
等 电 点 、 分 子 质量 、 同 源 性 、 亚 细胞 定位 等 ,以 此 成 为 蛋白 质 功 能 分 析 的 基础 。 目 前 这 方面 
的 工具 主要 有 十 多 种 (http:/Awww: expasy.org/tools/) 。 本 节 将 从 蛋白质 的 序列 渐进 到 
其 结构 和 功能 ,逐一 介绍 应 用 于 分 析 和 预测 蛋白 质 的 生物 信息 学 软件 。 


《一 ) 蛋白 质 序列 的 生物 信息 学 分 析 


蛋白 质 序列 的 生物 信息 学 分 析 是 从 理论 到 实践 .最 初 也 是 最 重要 的 部 分 ,对 于 实验 思路 
的 制定 可 以 提供 极其 重要 的 指导 信息 。 下 面 将 逐步 介绍 分 析 蛋 白质 序列 的 过 程 和 软件 。 


1. 序列 检索 


从 质谱 等 方法 鉴定 蛋白 质 获 得 的 序列 可 能 不 完整 ,或 是 蛋白 质 家 族 中 的 一 种 ,这 时 需 
要 用 蛋白 质 名 称 进 行 序列 检索 ,获得 蛋白 质 的 全 序列 。 表 22.1 列 出 了 主要 的 蛋白 质 序列 
检索 工具 。 


表 22.1 主要 的 蛋白 质 序 列 检 索 工 具 


软件 网 址 概述 
由 NCBI 提供 的 集成 检索 工具 ,可 以 在 网 络 上 
运行 ,也 可 以 本 地 化 
日 本 京都 大 学 化 学 研究 所 提供 的 检索 
GenomeNet 的 数据 库 检索 工具 
http: /Mbioinfo. biosino. org/srs6 /或 者 


SRS 0 由 EMBnet 提供 的 主要 数据 库 检索 工具 


Entrez http: /MAwww.ncbi.nlm. nih. gov/Entrez 


DBGEFT http: /www. genome. ad.jp/Xdbget 
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2. 与 核酸 相关 的 软件 


如 果 想 了 解 编码 这 段 蛋白 质 的 核酸 序列 ,ExPasy 上 提供 了 很 多 DNA -蛋白质 以 及 蛋 
白质 - DNA 之 间 相 互 转换 的 工具 , 见 表 22.2。 
表 22.2 ”Protein-DNA 之 间 相 互 转换 的 工具 


软件 
Translate 
Transeq 
Graphical Codon 
_ Usage Analyser 
BCM search 


launcher 
Backtranslation 


FSED 
LabOnWeb 


GeneWise 


网 址 
http: /Mus. expasy. org/tools/dna. html 
http: /MAwww.ebi. ac.uk/emboss/transeq/ 


http: /Mgcua. schoedl. de7 


http: /VSsearchlauncher. bcm. tmc. edu/yseq-utilV 


Optionsysixframe. html 


http: /MAwww. entelechon. comn/eng/backtransla- 


tion. html 
http: /Vir2lcb. cnrs-mrs. fr/d-fsed/fsed. html 


http: /MAwww. labonweb. com/ 


http: /MAwww. sanger. ac, Uk/Software/Wise2/ge- 


newiseform. shtml 


3. 蛋 和 白质 基 本 物化 性 质 分 析 


蛋 日 质 全 序列 获得 后 , 接 下 来 就 是 分 析 蛋 白质 的 基本 特性 , 即 物化 特性 。 主 要 包括 分 
子 质量 、 理 论 等 电 点 、 氨 基 酸 组 成 ,原子 组 成 、 消 光 系 数 、 估 计 半 误 期 .稳定 指数 、. 亲 ( 芷 ) 水 
性 等 。 已 开发 了 许多 有 用 的 计算 工具 用 于 分 析 和 蛋白 质 的 基本 性 质 。 其 中 大 部 分 可 以 从 
Geneva 大 学 医院 和 Geneva 大 学 的 Expasy 站 点 获得 , 见 表 22.3。 
表 22.3 蛋白质 基本 物化 性 质 分 析 


软件 
AACompIdent 


AACcComsim 


NultiIdent 


PeptIdent 
TagIdent 


FindPept 
PeptideMass 


Combsearch 
PepSsea 
ProtParam 
Compute PIZMVWV 


ProtScal 
MW ，pI，Titra- 
tion cUIrVe 


“区 


网 址 


http: /Mus. expasy. org/toels/aacomp/ 
http: /Mus. expasy. org/tools/aacsim/ 


http: /Mus. expasy. org/toolsMmultiident/ 


http: /Mus. expasy. org/tools/peptident. html 
http: /Aus. expasy. org/tools/tagident: html 


http: /Mus. expasy. org/tools/findpept. html 


http: /Aus. expasy. org/tools/peptide-mass. 


html 

http: /Mus. expasy. org/tools/CombSearch/ 
http: //195.41.108.38/PepSeaIntro. html 
http: /us. expasy. org/tools/protparam. html 
http: /us. expasy. org/tools/pi-tool. html 
http: /Aus. expasy. org/cgi-bin/protscale. pl 


http: /AMAwww.， up.、univ-mrs，fr/ 一 wabimvd- 


abimyvcompo-p. html 


概述 
核酸 序列 转换 为 蛋白 质 序列 
Emboss 软件 包 中 的 转换 工具 


以 图 形 的 方式 表示 密码 子 偏好 性 
以 6 个 读 码 框 来 翻译 一 段 序列 
一 段 蛋 白质 序列 反 翻译 为 核酸 序列 “ 


探测 移 码 错误 
分 析 est 的 工具 
蛋白 质 序 列 和 基因 组 序列 进行 比 对 ,允许 内 含 
子 和 移 码 错误 


概述 
以 氨基 酸 的 组 成 在 Swiss-Prot 里 面 寻 找 与 其 类 似 
的 蛋白 质 - 
把 Swiss-Prot 中 某 一 条 和 蛋 自 质 与 里 面 其 他 的 比 
较 , 给 出 与 其 氨基 酸 组 成 非常 接近 的 蛋白 质 
用 等 电 点 、 分 子 质量 氨基酸 组 成 .序列 标签 和 指 
纹 图 谱 这 些 指标 来 鉴定 蛋白 质 


通过 等 电 点 分 子 质量 和 指纹 图 谱 来 鉴定 蛋白 质 
给 出 一 系列 的 与 给 定 等 电 点 ,分子 质量 相近 的 蛋 
白质 ,也 可 以 通过 很 短 的 序列 标签 和 指纹 图 谱 来 
帮 你 鉴定 蛋白 质 

通过 实验 数据 鉴定 非特 异性 前 切 下 来 的 肽 段 


计算 Swiss-Prot 或 者 TrEMBL 中 某 一 条 蛋白 质 的 
分 子 质量 或 者 用 户 自 定义 的 蛋白 质 

一 个 整合 了 多 种 网 络 鉴定 方法 的 工具 

通过 序列 来 鉴定 蛋白 质 

计算 多 种 理化 指标 

计算 等 电 点 和 分 子 质 量 

氨基 酸度 量 表示 

计算 等 电 点 分 子 质量 ,并 以 曲线 的 形式 表现 出 来 





《二 ) 夯 列 特性 分 析 


蛋白 质 序列 特性 对 于 蛋白 质 高 级 结构 以 及 其 功能 来 说 具有 决定 性 的 作用 ,所 以 ,一 级 
结构 的 分 析 是 功能 预测 和 结构 预测 的 基础 ,了 解 蛋 白质 序列 中 的 特殊 性 是 非常 重要 而 且 
是 必要 的 。 通 过 相应 的 软件 分 析 序 列 可 以 得 到 大 量 详尽 的 信息 。 


1. 跨 膜 区 序列 分 析 


蛋白 质 序 列 含 有 跨 腊 区域 提示 它 可 能 作为 膜 受 体 来 发 挥 作用 ,也 可 能 定位 于 膜 的 离 
子 通道 蛋白 质 。 这 种 蛋白 质 往往 和 细胞 的 功能 状态 密切 相关 。 目 前 有 许多 种 预测 跨 膜 螺 
旋 的 方法 。 当 然 通常 都 是 观察 疏水 氨基 酸 的 分 布 区 域 来 预测 的 。 还 有 其 他 的 技术 主要 是 
对 已 知 跨 膜 螺旋 的 研究 得 到 的 。 目 前 跨 膜 螺旋 的 数据 库 最 重要 的 是 Tmbase 数据 库 。 这 
些 技术 预测 的 准确 性 可 以 达到 80% ~-90% 。 以 TMPRED 为 例 , 它 是 基于 对 于 Tmbase 
数据 库 的 统计 学 分 析 来 预测 的 。 


2. 卷曲 螺旋 分 析 


卷曲 螺旋 在 很 多 蛋白 质 中 存在 ,如 亮 氨 酸 拉链 结构 ` 肌 球 曙 白 质 。a 螺旋 可 以 直接 从 
序列 中 预测 的 。 如 COILS(http: /MAwww. ch.embnet. org/software/COILS _ form.html) 。 
3. 信号 肽 分 析 


信和 号 肽 通常 都 是 一 段 朴 水 氨基 酸 序列 。 含 有 信和 号 肽 的 蛋白 质 一 般 被 分 刻 到 胞 外 ,对 
于 研究 蛋白 质 定 位 有 很 大 的 帮助 。SignalP 是 目前 应 用 比较 广泛 的 软件 。 具 体 用 法 将 在 
蛋白 质 亚 细 胞 定位 一 节 中 具体 说 明 。 


表 22.4 蛋白 质 序 列 特性 分 析 软 件 


软件 网 址 概述 
REP http: /Awww.embL-heidelberg. de/ 一 andrade/papers/rep/search. html 寻找 重复 序列 
REPRO http: /mathbio. nimr. mrc. ac. uk/ 一 rgeorgeyreproy 寻找 重复 序列 
RADAR http: /MAwww.ebi. ac.ukMRadar/ 寻找 重复 序列 
SAPS http: /www.isrec. isb-sib. ch/software/SAPS _ form. html 本 
Coils http: /MAwww. ch. embnet. org/software/COILS _ form. html 蛋白 质 中 螺旋 区 的 预测 
Paircoil http: /nightingale.lcs. mit. edu/cgi-bin/score 蛋白 质 中 螺旋 区 的 预测 
Multicoil http: /nightingale.lcs. mit. edu/cgi-bin/multicoil 蛋白 质 多 重 螺旋 区 的 预测 
PEST http: /AMwww.icnet. uk[LRITuyprojects/pest PEST 区 域 的 寻找 
PESTfind http: YAwww. at.embnet. org/embnet/tools/bio/PESTfind/ PEST 区 域 的 寻找 
HLA-bind http: /[bimas. dcrt. nih. gov/molbiohla _bind/ 1 ss 


SYFPEITHI http: /Msyfpeithi. bmiheidelberg. com/scripts/MHCServer. dlyhome.htm ”和 MHC 相关 的 预测 
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4. 其 他 


对 于 其 他 如 重复 序列 `. PEST 区 域 的 寻找 ,等 等 ,可 选择 PESTfindl33.34] 软 件 。 如 果 某 
种 胞 内 和 蛋白质 的 半衰期 在 2h 以 内 ,通常 这 个 蛋白 质 序列 中 就 会 有 一 些 特殊 的 区 域 , 这 些 
区 域 富 含有 睛 氨 酸 , 谷 氨 酸 ,丝氨酸 和 苏 氨 酸 (P、_E.S 和 T), 即 PEST 域 。PESTfind 就 用 来 
寻找 这 些 特殊 的 区 域 。 


三 ) 预测 翻 详 后 修饰 的 软件 


翻译 后 修饰 对 于 和 蛋白质 功能 具有 决定 性 的 作用 ,研究 这 些 修 饰 对 于 了 解 蛋 白质 的 功 
能 有 很 大 的 帮助 。 目 前 软件 的 工作 主要 是 预测 蛋白 质 翻 译 后 修饰 的 方式 ,以 及 其 修饰 位 
点 。 当 然 不 同 的 工具 能 帮助 分 析 不 同 的 修饰 方式 。 例 如 ,FindModL3 是 根据 目前 已 知 蛋 
白质 的 22 种 翻译 后 修饰 的 理论 而 建立 起 一 种 独特 的 识别 模式 来 进行 翻译 后 修饰 的 预测 。 


预测 蛋 日 质 翻 译 后 修饰 软件 如 表 22.5。 


表 22.5 预测 翻译 后 修饰 的 软件 


软件 网 址 概述 

FindMod http: /Mus. expasy. org/tools/findmod/ 预测 和 蛋白质 潜 在 的 翻译 后 修饰 的 
可 能 性 ,并 且 在 肽 段 中 寻找 可 能 
被 替代 的 单个 氨基 酸 残 基 

GlycoMod http: /Mus. expasy. org/tools/glycomod/ 通过 实验 得 到 的 数据 来 预测 诊 糖 
链 发 生 的 可 能 性 

GlycanMass http: /us. expasy. org/tools/glycomodyglycanmass 计算 相应 寡 糖 链 的 分 子 质量 大 小 

Peptidecutter http: /Aus. expasy. org/tools/peptidecutter/ 预测 一 段 给 定 蛋白 质 中 洪 在 的 蛋 
白 酶 剪 切 位 点 

NetOGlyc http: /MAwww. cbs. dtu. dkMservices/NetOGlycy 预测 在 哺乳 动物 蛋白 质 中 糖 基 化 
O -连接 的 位 点 

NetNGlyc http: /Awww. cbs. dtu. dk/services/NetNGlycy 预测 在 哺乳 动物 蛋白 质 中 糖 基 化 

N -连接 的 位 点 

DictyOGlyc http:/ Www.ebs dtu. dk/services/DictyOGlyc/ 预测 在 网 柄 菌 中 O -连接 的 位 点 

YinOYang http: /www. cbs. dtu. dk/services/YinOYang/ 预测 在 真 核 细 胞 蛋白 质 序 列 中 
O - 糖 基 化 的 位 点 

Big-PI Predictor ”http: /Amnendel. imp. univie. ac. at/Sat/gpi/gpi-server. html GPI 锚 点 预测 

DGPI http: /[129.194.185.165/dgpi《 GPI 锚 及 其 剪 切 位 点 的 预测 

NetPhos http: /MAwww. cbs. dtu. dk/services/NetPhos 在 真 核 细 胞 蛋白 质 中 预测 丝 氮 
酸 、 苏 氨 酸 、 色 氢 酸 的 磷酸 化 位 点 

NetPicoRNA ”http: /www. cbs. dtu. dk/services/NetPicoRNAY/ 预测 RNA 病毒 蛋白 质 中 蛋白酶 
的 剪 切 位 点 

Sulfinator http: /Mus. expasy. org/tools/sulfinator/ 预测 酷 氨 酸 硫化 位 点 

NMT http: /mendel. imnp. univie. ac. at/myristate/SUPLpredictor. htm 预测 N 端的 烷 基 化 
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《四 ) 序列 相似 性 比 校 


得 到 蛋白 质 序 列 和 基本 性 质 的 信息 后 ,下 一 步 就 是 对 于 蛋 白 质 功能 的 分 析 和 预测 了 。 
一 般 意义 上 ,如果 两 条 序列 具有 一 定 程度 上 的 相似 性 ,那么 我 们 也 认为 它们 会 执行 相似 的 
功能 。 

序列 相似 性 比较 是 分 析 和 预测 的 基础 ,也 是 生物 信息 学 中 最 频繁 的 操作 。 目 前 最 常 
用 的 程序 是 BLAST 和 FASTA。FASTA 进行 的 通常 都 是 整体 配对 比较 ,特异 性 较 高 ,但 
是 敏感 性 较 低 。 现 在 大 多 数 的 研究 都 是 通过 NCBI 开发 的 BLAST(basic local alignment 
search tool) 来 进行 相似 性 比较 和 搜索 。 他 们 采用 BLAST 的 基本 思想 ,分 别 用 特定 的 序列 
数据 库 和 特定 类 型 的 输入 序列 来 完成 不 同 的 工作 。 在 BLAST 家 族 中 , 与 蛋白 质 相 关 的 
程序 有 :BLASTP ,在 蛋白 质 序列 数据 库 中 比 对 蛋白 质 序列 ;BLASTX, 在 蛋白 质 序列 数据 
库 中 比 对 该 蛋白 质 的 核酸 序列 (包括 6 种 读 码 框 );TBLASTX, 在 核酸 序列 数据 库 中 比 对 
蛋白 质 序列 (包括 6 种 读 码 框 ) 。 

本 章 主要 以 NCBI 提供 的 BLAST34-53] 为 例 , 说 明 其 具体 用 法 。 







。Standard protein-prolein BLAST [blastp] 


1rranstatedBLAsTsearches 


iucleolide qucry - Protein db blast 
~ Protein query - Translated db [tblastn] 
e es。 Nucleoude query - Translated 由 [tblast] 





图 22.3 BLAST 界面 1 


该 网 页 右 侧 有 9 项 。 

第 一 项 :BLASTN ,最 常规 的 核酸 序列 之 间 的 比较 。 

第 二 项 :BLASTP ,标准 蛋白 质 序列 比较 。 其 中 PSI-BLAST 通过 寻找 蛋白 质 家 族 中 
的 保守 序列 进行 比 对 ,并 对 数据 库 进 行 多 轮 循环 检索 ,敏感 性 相当 高 。 

第 三 项 :包括 BLASTX,TBLASTX,TBLASTN。 将 序列 翻译 后 再 进行 比较 ,以 寻找 
蛋白 质 同 源 信息 。 

第 四 项 :RPS-BLAST, 已 知 功 能 域 的 查询 。 

第 五 项 : PAIRWISE BLAST, 序 列 之 间 的 相互 比较 。 

六 项 : 基因 组 比 对 。 将 实验 得 到 的 基因 组 序列 和 已 确定 测序 完成 的 基因 组 数据 库 

进行 比较 。 

第 七 项 :其 他 特殊 比 对 。 比 如 IGBLAST ,分 析 Gen Bank 已 存 人 的 免疫 球 蛋 白质 序 
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列 。 

第 八 项 : 当 比 对 的 时 间 较 长 时 ,NCBI 会 提供 一 个 计算 ID 号 ,在 其 中 输入 ID 号 即 可 
得 到 先前 的 计算 内 容 。 

第 九 项 :针对 一 些 老 版 本 的 浏览 器 不 支持 的 特性 的 安排 。 

了 解 了 基本 特性 后 ,下 面 可 开始 “实战 演习 ”: 

选择 第 二 项 BLASTP, 如 下 : 








图 22.4 BLAST 界面 2 


有 三 个 红色 方 框 区 域 ( 图 22.4 中 只 表示 了 两 个 红色 方 框 ): 

第 一 个 红色 方 框 内 示 使 用 缺 省 参数 的 BLAST, 在 search 文本 框 内 输入 序列 后 选择 你 
所 需 比 对 的 数据 库 ,subsequnce 这 一 项 可 以 不 填 。 如 果 你 只 想 搜 索 序 列 中 的 革 一 段 ,只 需 
在 subsequnce 框 内 填 人 序列 位 置 即 可 。 点 击 BLAST, 之 后 出 现 一 个 网 页 告诉 你 刚刚 提交 
的 查询 在 NCBI 的 排队 序号 ,以 及 大 概要 等 待 的 时 间 。 耐 心 等 竺 ,点击 FORMAT 可 得 到 
刚才 的 "演习 "结果 。 

BLAST 结果 分 为 四 个 部 分 : 

第 一 部 分 :BLAST 程序 本 身 和 所 要 比 对 的 序列 和 数据 库 的 信息 。 

第 二 部 分 :图 示 比 对 结果 。 如 果 将 鼠标 移 至 图 中 表示 搜索 结果 的 红色 长 条 上 ,图 形 上 
方 文本 框 内 便 会 出 现 相 应 的 搜索 结果 的 数字 信息 。 点 击 , 直 接 出 现 详细 比 对 信息 ( 即 第 四 
部 分 )。 第 二 部 分 是 第 三 部 分 非常 直观 的 图 形 化 显示 。 

第 三 部 分 : 比 对 结果 小 结 。 每 一 行 的 开头 是 序列 名 称 ,直接 链接 到 NCBI 里 面 的 序列 
存储 信息 。 接 着 是 比 对 得 到 的 分 数 和 期 望 值 ,点击 ,到 第 四 部 分 相应 的 详细 比 对 结果 。 

第 四 部 分 :更 加 详尽 的 比 对 结果 。 

第 二 个 和 第 三 个 红色 方 框 是 对 第 一 个 的 补充 。 具 体 情 况 请 参考 NCBI 的 帮助 文档 
(http: /MAwww.ncbi.nlm.nih. gov 人 /Education/BLASTinfomnformation3 .html)。 

BLAST 结果 可 以 给 出 该 序列 的 详细 信息 或 是 其 同 源 序列 信息 ,进而 确证 或 推断 出 该 
序列 的 特征 和 功能 。 同 时 还 能 链接 到 Gen Bank 库 中 ,察看 此 序列 的 提交 以 及 物种 情况 ， 
进一步 得 到 NCBI medline 的 登陆 号 ,查看 相应 参考 文献 摘要 。 提 供 BLAST 服务 的 还 有 
ExPASy,EBI,PBIL 等 ,具体 网 址 及 其 他 类 似 比 对 程序 见 表 22.6。 
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表 22.6， 提供 BLAST 服务 的 网 址 及 其 他 类 似 比 对 程序 


软件 网 址 概述 

BLAST http: /Aus. expasy. orgtoolsyblast/ 提供 在 ExPAsY 上 的 BLAST 服务 

BLAST http: /www. ch. embnet. org/software/BottomBLAST. html “提供 在 EMBnetL-CHVXSIB 上 的 服务 

BLAST http: /Awww.ncbi.nlm. nih. gov/BLASTV NCBI 上 的 服务 器 

WU-BLAST http: /dove.bork.embl-heidelberg. de/Blast2/ 提供 在 Bork'"s group in EMBL 
WU-BLAST ”http:/Awww.ebi.ac.uk/blast2/ 提供 在 EBI 

BLAST http: /MAwww.ebi. ac. uk/blastall/ 提供 在 EBI 

Bic ulta http: /genome. dkfz-heidelberg.de/genweb/ 辣 IO 全 

MPsrch http:yAwrww.ebi.ac. 引 /MPsrchy 和 全 内 

DeCypher http: /MAwww.timelogic. comVdecypher-interface. html 全 昌 交 ee 

Fasta3 http: /MAwww.ebi. ac. uk/fasta33/ EBI 提供 的 进行 FASTA 序列 比 对 

FDF http: /Awww.ch.embnet. org/software/FDF-form. html EMBnet-CH 上 的 快速 寻找 

SCANPS http: /MAwww.ebi. ac. uk/scanpsV 用 BATON 算法 寻找 相似 性 序列 

PropSearch http: /MAwww.embLheidelberg. de/prs. html 寻找 结构 同 源 性 


除了 上 述 BLAST ,序列 相似 性 比较 类 似 的 工具 还 有 序列 比 对 。 序 列 比 对 通常 指 用 户 
自 定 义 序列 的 比 对 ,从 而 了 解 几 条 序列 之 间 的 相似 性 以 及 它们 的 遗传 距离 。 主 要 有 两 种 
方式 :两 两 序列 比 对 和 多 重 序列 连 配 。 两 两 序列 比 对 指 的 是 两 条 序列 之 间 的 比较 和 分 析 ， 
用 于 分 析 两 序列 之 间 的 相似 程度 。 多 重 序列 连 配 除了 能 分 析 多 条 序列 之 间 的 相似 程度 
外 ,还 允许 探 察 残 基 的 变化 对 于 和 蛋白质 功 能 的 影响 ,是 常用 而 且 重 要 的 手段 。 序 列 比 对 的 
同时 ,常常 需要 一 些 图 形 化 的 软件 来 分 析 比 对 后 的 结果 ,如 画 出 多 重 序列 进化 树 。 应 用 这 
些 软件 有 助 于 了 解 序列 间 的 相似 程度 和 功能 相似 性 。 两 两 序列 比 对 的 工具 如 表 22.7 所 
泵 a 

表 22.7 两 两 序列 比 对 的 工具 


软件 网 址 概述 
SIM2 TAFE- 0 两 两 序列 比 对 , 并 用 LAL- 
NVIEW 人 NVIEW 以 图 形 的 方式 表示 结果 
Dotlet http: /MAwww.isrec.isb-sib. chMavavdotlet/Detlet, html 用 和 矩阵 的 方法 来 进行 序列 比较 
在 两 段 序列 出 匹 亚 
LALIGN http: /MAwww. ch.embnet. org/software/LALIGN-form. html 结构 序列 中 摘出 元 要 中 醒 的 
一 朋 


多 重 序列 连 配 的 工具 如 表 22.8 所 示 ; 
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表 22.8 多 重 序 列 连 配 的 工具 


软件 网 址 概述 

CLUSTALW http:/Awww.ebi. ac. ukvclustalw/ 进行 多 重 序列 比 对 ,给 出 相似 性 
和 遗传 距离 

T-Coffee http: /Awww.ch.embnet. org/Ssoftware/TCoffee. html 多 重 序列 比 对 

ALIGN http: /MAwww2 .igh. cnrs. fr/binvalign-guess. cgi Genestream 上 的 多 重 序列 比 对 的 
程序 

DIALIGN http: /Mbibiserv. techfak. uni-bielefeld. devdialign/ 以 两 两 序列 比较 为 基础 的 多 重 序 
列 比 对 

Match-Box http: /MAwww. fundp. ac. be/sciences/biologie/bms/matchbox-sub- 位 于 University of Namur，Bel- 

mit. html gium 

MSA http: /MAwww.ibc. wustl.eduvibcMmsa. html Washington University 

Multalin http: /MAwww.toulouse.inra. fr[Mmultalin. html 多 重 序列 比 对 

MUSCA http: /Awww. research. ibm. com/bioinformatics/musca. html 通过 patter 的 寻找 和 比 对 来 进行 
多 重 序列 比 对 

AMAS http: /barton. ebi. ac. uk/Sservers/amas-server. html 多 重 序列 比 对 

Bork " s align- http:/《/www.bork.embl-heidelberg. de:8080/AlignmentX 加 速 多 重 序列 比 对 的 各 种 工具 

ment tools 

CINEMA http: /MAwww. biochem. ucl. ac.uk/bsmyvdbbrowser/CINEMA2.1/ 多 重 序列 比 对 的 图 形 化 工具 

ESPript http: /prodes，toulouse，inra。，fr/ESPript/cgi-binnph-ESPript- ”打印 多 重 序列 比 对 结果 的 工具 

eXxe. Cgl 

plogo http: /www.cbs. dtu. dk/ 一 gorodkinZappl/plogo. html 位 于 CBSZDenmark 

WebLogo http: /MAwww.bio. cam. ac. uk/cgi-bin/seqlogovlogo. cgi 位 于 CambridgeZUK 

GENIOMogo ”http: /Mgenio. informatik. uni-stuttgart. de/GENIOVMtogovlogo. cgi ”位 于 Stuttgart/Germany 


(五 ) 蛋白 质 序列 的 Pattern 和 Profiles 分 析 


对 于 分 析 和 预测 蛋白 质 的 功能 来 说 ,简单 的 氨基 酸 组 成 及 其 比 对 是 远 远 不 够 的 。 因 
为 实际 上 发 挥 作用 的 是 蛋白 质 功 能 域 (domain, pattern,profiles,motif) 。 那 么 更 进一步 的 
工作 便 是 分 析 蛋 白质 的 功能 域 。 现 在 的 主流 方向 是 通过 寻找 和 鉴定 蛋白 质 的 功能 域 来 分 
析 和 预测 其 功能 以 及 进行 分 类 工作 。 蛋 白质 特征 数据 库 已 经 成 为 分 析 新 序列 的 重要 工 
具 , 它 们 主要 用 于 和 蛋白质 序列 的 分 类 以 及 推断 其 功能 。 这 些 亚 序列 的 寻找 和 鉴定 使 预测 
的 准确 度 大 大 提高 。 有 很 多 关于 蛋白 质 功 能 域 的 数据 库 , 比如 Prosite, Smart, Prints 等 
等 。 下 面 简单 介绍 一 下 InterPro [541。 它 是 一 种 整合 性 的 数据 库 , 包 括 与 蛋白 质 功 能 域 密 
切 相 关 的 7 大 数据 库 :PRINTSL55] 33.0 (1 650 fingerprints) ,PROSITEL56 17.25 (1587 
and 162 preliminary profiles) , ProDomt57] 2001.3 (1 346 domains) ,SMARTIL58] 3.4 (654 
domains) ,TIGRFAMsL59]2 .1 (1614 entries) ,Swiss-Prot 40.33 (118 357 entries) ,TrEMBL 
22.2 (732 596 entries) ,Pfaml60] 8 (5 193 entries) 。 

目前 包含 了 6 725 个 实体 ,1 453 个 蛋白 质 功 能 结构 域 ,5 121 个 蛋白 质 家 族 ,136 种 
重复 序列 ,15 种 翻译 后 修饰 位 点 。 这 种 整合 使 得 搜索 蛋白 质 功 能 域 的 工作 变 得 相对 完善 
和 便利 。InterPro Scan 是 一 种 基于 Interpro 的 扫描 工具 , 它 给 单个 用 户 分 析 新 的 序列 ,对 
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于 从 基因 组 计划 中 预测 出 来 的 蛋白 质 自动 功能 注释 有 很 大 的 作用 。 下 面 介绍 其 具体 用 
渤 。 

进入 http:/Awww.ebi. ac.ukMinterpro/scan.html, 在 该 网 页 的 文本 框 中 填 人 蛋白质 序 
列 (fasta 格式 )。 也 可 以 用 填写 序列 的 文件 路 径 方式 来 代替 。Query Mode 选择 通过 王 - 
mail 方式 或 是 网 页 交互 方式 得 到 结果 。 如 果 序 列 比较 长 或 序列 比较 多 ,建议 选择 Email 
方式 得 到 结果 。Email 文本 框 中 填 人 Email 地 址 ,然后 点 击 Submit, 递交 后 弹出 一 小 窗 
口 ,显示 运行 的 时 间 。 完 成 后 窗口 会 自动 关闭 ,同时 显示 出 结果 ,如 图 22.5。 





图 22.$ Interproscan 界面 


图 22.5 可 见 , 通过 Interproscan 找到 了 与 此 有 蛋白质 相 似 的 蛋白 质 家 族 信息 
(PR01553) 和 功能 结构 域 信 息 (PF03507) 。 点 击 中 间 IPR 开头 的 链接 ,给 出 的 是 Interpro 
数据 库 中 的 实体 信息 。 

每 一 个 InterPro 实体 有 以 下 几 种 组 成 。 

@ accession number: 单一 序列 号 。 描 述 和 这 个 实体 相 联系 的 蛋白 质 特征 和 文字 参 
考 , 并 和 相关 数据 库 联 系 起 来 。 它 的 格式 是 IPRXXXXXX。 

GO name: 命 名 。 简 单 描述 相 匹配 的 实体 。 

@ type: 类 型 。 表 示 family,domain,repeat, 或 者 PTM( 转 录 后 修饰 ) 中 某 一 种 类 型 。 

由 signatures: 列 出 了 相关 数据 库 的 超级 链接 。 

@) function: 分 子 功 能 。 简 单 描述 这 个 蛋白 质 的 功能 ,并 给 出 GO 序列 号 。 

人 @) abstract: 提供 了 相关 功能 的 文字 参考 。 

GO example: 给 出 了 位 于 同一 个 实体 下 和 蛋白质 的 例子 。 

另外 ,点 击 P 开 头 的 超级 链接 到 达 所 对 应 的 网 站 ,比如 点 击 PF03507, 则 到 达 PFAM 
查询 网 站 ,显示 相应 的 PFAM 的 结构 信息 。 

得 到 了 相应 蛋白 质 功 能 域 的 信息 以 后 ,如 果 你 还 觉得 不 够 详细 ,可 以 通过 InterPro 链 
接 到 GO 数据 库 。GO 全 称 是 :Gene Ontology(http: /www. geneontology.org) , 它 是 对 目 
前 存在 的 基因 产物 进行 分 析 和 定位 的 数据 库 ,能 从 功能 组成、 细胞 过 程 三 个 方面 来 分 析 
蛋 白 质 。 可 以 到 相应 的 网 站 参考 其 帮助 文档 。 软 件 及 数据 库 如 表 22.9 所 示 。 


0499 … 


表 22.9 蛋白 质 功 能 域 分 析 工具 


软件 网 址 概述 

Interpro Scan http: /MAwww.ebi. ac.ukvinterpro/scan. html 用 于 扫描 PROSITE, PRINTS 等 
多 种 蛋白 质 家 族 的 数据 库 的 整合 
卫 旺 。 

ScanProsite http: /Aus. expasy. org/toolsMScanprosite/ 扫描 PROSITE 或 者 是 Swis- 
sProt,TrEMBL 的 工具 

MotifScan http: /hits.isb-sib. chycgi-bin/PFSCAN? 让 质 守 族 数据 库 中 招 摘 攻 

Frame-ProfileScan http: /MAwww. isrec. isb-sib，ch/software/PFRAMESCAN-form. 与 MotifScan 类 似 , 只 是 扫描 的 序 

html 列 较 短 

Pfam HMIM http: /MAwww. sanger. ac. uk/Software/Pfam/search. shtml 在 Pfam 数据 库 中 扫描 和 寻找 序 

search 列 

finger- http: /Awww.bioinf. man. ac.uk/fingerPRINTScan/ 在 PRINTS 数据 库 中 扫描 和 寻找 

PRINTScan 序列 

FPAT http: /Mstateslab. bioinformatics. med. umich. edu/service/fpatV 在 蛋白 质数 据 库 中 寻找 规律 表达 
的 序列 

PRATT http: /www.ebi. ac. uk/pratt/ 在 一 些 未 进行 比 对 的 序列 中 找 出 
具有 保守 特征 的 区 域 

PPSEARCH http: /www.ebi. ac uk/ppsearchy 扫描 PROSITE 数据 库 . (EBI) 

PROSITE SCAN http:/[npsa-pbil. ibcp. fr/cgi-bin/npsa-automat. pl? page = npsa- ”扫描 PROSITE 数据 库 . (PBIL) 

Prosite. html ， 

PATTERN- http: /npsa-pbil. ibcp. fr/cgi-bin[npsa-automat. pl? page = npsa-， 扫描 蛋 白质 数据 库 以 寻找 一 个 或 

PROT pattinprot. html 者 几 个 pattern. (PBIL) 

SMART http: /Vsmart. embl-heidelberg. de/ 简单 分 子 结构 研究 工具 .数据 库 . 
(EMBL) 

TEIRESIAS http: /MAwww. research. ibm. com/bioinformatics/teiresias. html 从 一 系列 未 比 对 的 蛋白 质 或 者 核 
酸 中 找 出 pattern 

Hits http: /Mbhits. isb-sib. ch/ 蛋白 质 序 列 和 motifs 之 间 的 关系 
分 析 


CA) 亚 细 胞 定位 





亚 细 胞 定位 分 析 对 于 预测 蛋白 质 功 能 的 作用 不 可 小 裔 。 它 不 仅 有 助 于 深入 研究 蛋白 

质 的 功能 ,对 于 整个 基因 组 功能 分 析 也 不 无 神 益 ,还 可 以 了 解 和 研究 各 个 细胞 器 的 进化 过 

程 。 如 果 得 到 一 段 蛋白 质 序列 ,可 以 用 SignalP 和 TargetP、PSort 来 预测 蛋白 质 定位 。 
下 面 以 Signal PI6~67] 和 TargetPl6-6] 为 例 详细 说 明 软 件 的 用 法 和 结果 分 析 。 


1. Signal P 软件 


Signal P 是 专门 用 于 信和 号 肽 预测 的 软件 。 它 用 人 工 神 经 网 络 的 算法 来 预测 不 同 种 类 
蛋白 质 序列 中 的 信号 肽 及 其 剪 切 位 点 。 分 为 三 种 : 革 兰 氏 阳 性 原核 生物 . 革 兰 氏 阴 性 原核 
生物 和 真 核 生物 。 

目前 主要 是 在 网 络 上 提交 氨基 酸 序列 的 形式 来 运行 。 
序 会 反馈 给 你 三 个 在 0 与 1 之 间 的 分 数 : 

500 ， 


输入 序列 后 ,选择 生物 种 类 , 程 


C-SCORE: 剪 切 位 点 分 数 。 分 数 越 高 ,表示 是 剪 切 位 点 的 可 能 性 越 大 。 

S-SCORE: 信 和 号 肽 分 数 。 分 数 低 则 表示 所 输入 的 这 段 序列 是 在 剪 切 位 点 的 后 30 个 
氨基 酸 之 后 ,或 是 非 分 弯 蛋白 质 的 N 端 。 

Y-SCOORE :联合 分 数 。 这 是 将 SSCORE 和 CSCORE 联合 分 析 后 得 出 的 最 优 结果 。 对 
于 每 一 条 序列 来 说 ,Signal P 都 会 给 出 C 和 立 分 数 的 最 大 值 , 以 及 六 端 和 预测 的 剪 切 位 点 之 
间 的 平均 S 分 数 。 这 些 值 用 于 区 别 信号 肽 和 非 信 号 肽 。 如 果 序 列 被 预测 有 信和 号 肽 ,那么 剪 
切 位 点 应 该 在 具有 最 大 立 值 的 位 点 前 面 。 图 22.6 一 图 22.8 为 详细 的 分 析 结果 。 

@ 对 于 一 个 典型 的 信号 肽 来 说 ,C 值 和 Y 值 应 该 在 1 的 位 置 ,同时 平均 S 值 在 剪 切 
位 点 之 前 都 很 高 ,之 后 突然 变 低 。 如 图 22.6。 


EGFR_HUMAN-eplidermal growth factor receptor precusor 


S-Score 


Y-ScOre 





证 
图 22.6 Signal P 分 析 结 果 1 


包 图 22.7 表 示 的 例子 中 ,如 果 只 看 C 值 的 最 高 点 ,真实 的 剪 切 位 点 会 被 错误 的 预 
测 。 但 是 Signal 洒 联合 YE 值 还 是 可 以 正确 预测 。 
CYTC_HUMAN-cystatin C precursor 
& -SGrE 一 一 一 


S-Score 
Y-SCOre 





0 10 2 全 40 50 60 
前 蛋白 中 氨基 酸 的 位 置 


图 22.7 Signal P 分 析 结 果 2 


G) 对 于 典型 的 非 分 泌 蛋 白质 来 说 ,所 有 的 三 个 分 数 都 很 低 。 如 图 22. 8。 

以 上 介绍 的 是 SignalP 1.1 版 。 现 在 SignalP 已 经 更 新 到 2.0 版 。 相 对 于 旧版 本 来 
说 ,2.0 版 有 了 很 多 改进 。 主 要 有 以 下 几 个 方面 。 

@ 结合 了 隐 马 尔 可 夫 模型 (HMM) 算 法 ,预测 的 准确 率 有 所 提高 。 

GO 用 Swiss-Prot Rel.35 中 的 数据 重新 训练 了 神经 网 络 (相对 于 1.1 版 的 Swiss-Prot 
Rel 29 ) 。 


1 


SRP3_ HUMAN-19kD protein of signal recognition particle(SRP19) 


CScOhre 声 > 二 


S-Score 





前 蛋白 中 父 基 酸 的 位 置 


图 22.8 Signal P 分 析 结果 3 
@) 结果 输出 整合 了 简单 方便 的 图 形 方 式 。 
由 自动 修订 数据 。 
@) 信号 肽 区 域 的 详细 功能 分 析 。 
@ 可 以 将 程序 本 土 化 ,1.1 版 只 有 网 络 版 本 。 


2. Target P 软件 


Target P 软件 用 来 预测 蛋白 质 的 亚 细 胞 定位 以 及 潜在 信号 肽 剪 切 位 点 。 这 些 定 位 包 
括 线粒体 .叶绿体 内 质 网 /高 尔 基 体 分 记 蛋 白质 等 。Target P 注意 事项 和 用 法 如 下 所 述 。 

@ 一 般 情 况 下 ,提交 的 序列 都 要 含有 N 端 。 离 N 端 越 远 ,预测 的 难度 越 高 ,准确 性 
越 低 。 

@) 提交 序列 的 推荐 长 度 是 130 或 以 上 N 端 残 基 , 因为 在 Target P 训练 集中 用 的 是 
130 个 或 以 上 的 残 基 长 度 。 如 果 在 100 或 120 以 内 ,cTP(chloroplast transit peptide) ,mTP 
(mitochondria transit peptide) 预测 的 准确 度 就 要 受到 影 啊 。 

G@) 序列 命名 可 以 在 任何 长 度 范围 内 。 

@ 提交 序列 格式 必须 是 FASTA 格式 。 

@) 根据 所 要 预测 的 蛋白 质 来 源 选 择 预测 的 内 容 。 非 植物 种 类 预测 内 容 包 括 线 粒 体 
定位 ,分 记 途 径 及 其 他 。 除 此 以 外 ,植物 种 类 预测 内 容 还 包括 叶绿体 的 可 能 性 定位 。 

@ 剪 切 位 点 的 选择 。 如 果 你 想 预 测 剪 切 位 点 ,可 以 选择 这 一 项 。 

G@) 最 后 是 选择 cutoff 值 ,在 默认 的 状态 下 ,没有 cutoff 值 。 如 果 选 择 了 特异 性 ,相应 
会 给 出 设 定 的 cutoff 值 。 还 可 以 自己 设 定 cutoff 值 。 执 行 结果 如 图 22.9 所 示 。 

TargetP V1.0 Prediction Results 

玫 插 大 插 提 # 及 RGBETEP 1.0 prediction results 才 ## 玫 坟 捍 
# Number of input sequences: 1 


# Cleavage site Predictions Included. 
# Using NON-PLANT metworks . 


撩 Name Length mTP SP other Loc. Rec TP1Len 

## 过 一 一 
human 1 工 245 0.068 0.107 0.926 了 二 

## 可 一 

#_ CutoffE 0.00 0.00 0.00 


图 22.9_ Target P 分 析 结 果 








图 22.9 给 出 了 提交 序列 的 名 字 和 长 度 ,以 及 每 一 个 可 能 性 定位 的 分 数 。 真 正 的 预测 
定位 是 在 loc 这 一 列 给 出 的 。 分 别 用 5 个 字母 来 表示 :C: 叶绿体 ;M: 线粒体 ; S: 分 沁 途 
径 ; -: 除了 以 上 三 种 以 外 的 任何 其 他 的 定位 ; * :未 知 。 

要 注意 到 三 种 定位 分 数 并 不 是 真正 的 预测 结果 ,而 且 没 有 必要 相 加 等 于 1。 分 数 最 
高 的 便 是 可 能 性 最 大 的 定位 。 

RC 为 可 信和 度 。 其 衡量 标准 是 最 高 分 和 第 二 高 分 之 间 的 差 值 。 差 值 越 大 ,RC 数值 越 
低 ,表示 可 信和 度 越 高 。 级 别 设置 如 下 : 

RC=1: 差 值 >0.800;RC=2:0.800 > 差 值 >0.600;RC=3:0.600> 差 值 >0.400; 
RC=4: 0.400> 差 值 >0.200;RC=5$: 差 值 C0.200。 

如 果 选 择 了 预测 剪 切 位 点 ,TPlen 表示 的 就 是 所 要 剪 切 序列 的 长 度 。 


3. 其 他 类 似 软件 


Chloro PL6] 用 于 预测 定位 于 叶绿体 中 的 蛋白 质 。MitoProtl6] 用 于 预测 定位 于 线粒体 
中 的 蛋白 质 (EBI 的 分 析 软 件 )。 

上 述 软件 中 ,Chloro P、MitoProt \Signal P 对 于 其 特定 的 蛋白 质 定 位 ,敏感 性 比 Tar- 
getP 高 ,但 是 相应 的 特异 性 却 比 较 低 。Target P 对 于 剪 切 位 点 的 预测 不 够 好 ,准确 率 只 能 
达到 40% 一 50% 。 所 以 ,如 果 需 要 预测 确切 的 剪 切 位 点 ,应 该 选用 特定 的 软件 。Psort 同 
样 可 以 实现 上 述 功 能 ,也 是 常用 的 软件 。 亚 细胞 定位 软件 总 结 如 表 22.10。 


表 22.10 亚 细 胞 定位 软件 


软件 网 址 概述 

SignalP http: /Awww. cbs. dtu. dkAservices/SignalP/ 预测 信号 肽 及 其 剪 切 位 点 

ChloroP http: /MAwww. cbs. dtu. dk/services/ChloroP/ 预测 转运 到 叶绿体 的 肽 段 

MitoProt http: /MAwww.，mips. biochem.。 mpg. devcgi-bin/projMmedgen/y， 预测 转运 到 线粒体 的 肽 段 

mitofilter 

Predotar http: /MAwww.inra. fr/predotar/ 预测 定位 到 线粒体 和 胞 浆 中 的 肽 
段 

PSORT http: /Apsort. ims. u-tokyo. ac.jp/ 预测 蛋白 质 分 选 信号 和 亚 细 胞 定 
位 的 位 点 

TargetP http: /www. cbs. dtu. dkVservicesXTargetP/ 预测 蛋白 质 亚 细 胞 定位 位 点 

DAS http: /MAwww. sbc. su.se/ 一 miklos/DAS/7 预测 原核 细胞 蛋 白质 中 的 跨 膜 区 
域 

HUMMTOP ”http:/yAwww.enzim.hu/hmmtop/ 预测 蛋白 质 的 跨 膜 螺旋 和 拓扑 结 
构 

PredictProtein “http: /cubic. bioc. columbia. edu/predictproteiny 预测 蛋白 质 的 跨 膜 螺旋 和 拓扑 结 
构 

SOSUI http: /Msosui. proteome. bio. tuat. ac. jp/sosuiframe0 .html 预测 跨 膜 区 域 

TMAP ng 通过 多 序列 连 配 预测 蛋白 质 跨 腊 

TMHMM http: /www. cbs. dtu. dkyservices/TMHMM-2.07 预测 和 蛋白质 中 的 跨 膜 螺旋 

TMPRED http: /MAwww. ch.embnet. org/software/TMPRED-form. htm 预测 跨 膜 螺 旋 和 蛋白质 定位 

TOPPRED http: /MAwww. sbc. su. se/ 一 erikw/toppred2/ 预测 膜 蛋白 质 的 拓扑 结构 
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〈 七 ) 蛋 昌 质 相互 作用 (PPDT) 


预测 蛋白 质 相 互 作 用 的 软件 正 处 于 发 展 中 。 作 为 研究 蛋白 质 相互 作 用 的 软件 DIP 

功能 比较 全 面 [2-7]1(http: /vdip. doe-mbi. ucla. edu/) 。 它 是 一 个 描述 已 知 蛋白 质 相互 作 

用 的 数据 库 ,具体 是 指 实验 上 已 经 确认 了 的 可 以 相互 结合 和 作用 的 氨基 酸 序 列 。 该 数据 

ai 以 及 研究 探索 整个 调节 和 信和 号 转 导 途 

径 , 还 可 以 从 整个 细胞 水 平 上 来 研究 蛋白 质 相互 作 用 网 络 的 整体 性 和 复杂 性 。 想 要 了 解 

RE 情况 可 以 参考 http: /Adip. doe-mbi.ucla.eduZ 上 的 帮助 文档 。 蛋 白质 相互 作用 分 析 软 
件 如 表 22.11 表示 。 


表 22.11 蛋白 质 相 互 作用 分 析 软 件 


软件 网 址 概述 
JDIP2D http: /dip. doe-mbi.ucla. eduydipMdip. cgi 除了 提供 一 个 DIP(database of interacting 
proteins) 的 接口 以 外 ,还 能 对 于 蛋白 质 相 
互 作用 的 网 络 进行 相应 的 注释 

LiveDIP http: /dip. doe-mbi. ucla. eduvldipc/tmplMivedip.cgi 是 DIP 的 扩展 ,主要 运用 蛋白 质 的 状态 及 
.其 中 间 态 来 描述 逻辑 上 的 蛋白 质 相 互 作用 

DLRP http: /Adip.doe-mbi. ucla. eduvdipM/DLRP.cgi 是 DIP 的 子 集 , 主要 是 关于 配 体 和 受 体 相 

互 作用 的 数据 库 


Protein-Protein http: /MAwww. biochem. ucl. ac. uk/bsm/PP/Server 预测 蛋白 质 蛋 白质 相互 作用 


JInteraction server 


G\) 二 级 结构 预测 


目前 ,预测 蛋白 质 二 级 结构 的 技术 已 比较 成 熟 。 二 级 结构 预测 方法 大 致 可 以 分 为 两 
类 :一 类 是 根据 单一 序列 来 预测 二 级 结构 , 另 一 类 是 根据 多 序列 列 线 来 预测 二 级 结构 。 前 
者 如 著名 的 GOR 算法 ,也 只 有 60% 左 右 的 预测 准确 率 。 特 别 是 对 于 富 含 B 折 县 的 序列 ， 
准确 率 更 低 。 主 要 原因 是 该 算法 忽略 了 氨基 酸 残 基 的 空间 结构 排列 ,而 实际 上 这 种 空间 
排列 对 于 蛋白 质 的 功能 是 非常 重要 的 。 而 多 序列 列 线 则 改变 了 这 一 现状 , 它 把 空间 排列 
作为 考虑 的 重点 ,使 得 预测 的 准确 率 提高 了 10% 左 右 。 二 级 结构 预测 软件 如 表 22.12。 
表 22.12 ”蛋白质 二 级 结构 预测 软件 


软件 网 址 概述 

PredictProtein http: /cubic. bioc. columbia. edu/predictproteinV/ 预测 二 级 结构 ,在 Columbia Univer- 
Slty 

BCM PSSP 。 http: /Adot.imgen. bcm. tmc.edu:9331/pssprediction/pssp. html Baylor College of Medicine 

Prof http: /MAwww. aber. ac.uk/ 一 phiwwwyprof/ 二 级 结构 预测 的 多 重 分 类 器 

HNN http: /Anpsa-pbil. ibcp. fr/cgi-bin/npsa-automat. pl? page = npsa- ”用 神经 网 络 的 分 析 方法 预测 二 级 结构 

nn. htnmal 

Jpred http: /MAwww. compbio. dundee. ac. uk/ 一 www-jpred/ University of Dundee 中 运用 整合 的 
方法 来 预测 的 软件 

nnPredict http: /Awww.cmpharm. ucsf.edu/ 一 nomi/nnpredict. html University of California at San Fran- 

PSA http: //bmerc-www. bu. edu/psa/request. htm BioMoleelar aa Researeh 

PSIpred http: /Abioinf. cs. ucl. ac. uk/psipred/ 多 种 预测 方法 


Brunel University 








〈 九 ) 三 级 结构 的 预测 


预测 三 维 结构 有 三 种 手段 :一 是 Ab-Jzazzio。 由 于 计算 手段 的 限制 ,准确 率 一 直达 不 
到 预测 结构 的 要 求 ,发 展 的 空间 有 限 。 第 二 种 是 通过 折 丢 方式 的 识别 来 预测 。 第 三 种 方 
法 是 通过 结构 同 源 性 的 比 对 来 实现 的 。 通 常 的 做 法 就 是 使 用 BLASTP 程序 比 对 蛋白 质 
3D 数据 库 ( 比 如 NRL-3D) ,如 果 发 现 有 40% 以 上 相似 的 匹配 序列 , 则 认为 两 者 之 间 有 非 
常 相似 的 结构 ,同时 可 以 进行 同 源 性 建 模 。Swiss-ModelL77-88J 就 是 建 模 工 具 中 的 一 个 代 
表 。 三 级 结构 的 预测 软件 如 表 22.13。 
表 22.13 蛋白 质 三 级 结构 的 预测 软件 


软件 网 址 概述 
SWISS- http: /Mus. expasy. org/Swissmod/SWISS-MODEL. html 自动 建 模 工 具 
MODEL 
Geno3d http: /Mgeno3d-pbil. ibcp. fr《 自动 三 维 结构 建 模 工具 
CPHmodels http:/Awww.cbs. dtu. dk/services/CPHmodels/ 以 神经 网 络 为 基础 的 自动 建 模 工具 
3D-PSSM http:/Awww. sbg.bio.ic. ac.uk/ 一 3dpssmvy 联合 一 级 、 二 级 三 级 结构 来 识别 蛋 

和 白质 折 笃 的 信息 

SWEET http: /MAwww. dkfz-heidelberg. de/spec/Sweet2/docyindex. html 从 序列 信息 来 进行 三 维 结构 的 建 模 
Swiss-Pdb- ”http:/Aus. expasy. org/Spdbvy 展示 蛋白 质 三 维 结构 的 工具 
Viewer 
RasMol http; /MAwww. umass.edu/microbio/rasmol/ 展示 三 维 结构 


在 生物 信息 学 软件 中 ,有 很 多 小 的 软件 能 帮助 用 户 解决 很 多 手边 的 小 问题 。 如 果 能 
了 解 得 多 一 些 ,可 以 明显 提高 工作 效率 。 比 如 计算 分 子 质量 、 转 换 氨基 酸 表 达 形 式 ,等 等 。 
另外 ,一 些 结构 可 视 化 的 软件 可 以 将 复杂 的 生物 学 数据 转化 为 简单 的 图 形 , 有 助 于 全 面 、 
系统 地 分 析 。 其 他 工具 见 表 22.14。 


表 22.14 其 他 工具 
软件 网 址 概述 
Drawhca http: /Asmi. snv.jussieu. fr/hca/hca-form. html 画 出 蛋白 质 序 列 中 的 朴 水 区 域 
http: /www.ebi' ac. k/cgi-bin/translate/visprot .pl 给 氨基 酸 序 列 涂 上 不 同 的 颜色 


Three to http: /www.ualberta. ca/ 一 stothardViavascript/threeToOne.html 将 三 个 字母 表示 的 氨基 酸 序列 转换 
one 2 人 碟 为 一 个 字母 表示 
http: /npsa-pbil. ibcp. fr/cgi-bin/npsa-automat. pl? page 三 npsa- 
Colorseq 突出 所 选择 氨基 酸 残 基 
color. html 
Randseq http: /Mus. expasy. org/tools/randseq. hbml 随意 造 出 一 段 蛋白 质 序列 


Helix Wheel http: /Awww.site. uottawa. ca/ 一 turcotte/resources/HelixWheel/ “用 螺旋 的 方式 来 表示 蛋白 质 序列 


到 ， 


四 、 实 驻军 信息 管理 系统 


蛋白 质 组 学 研究 高 通 量 这 一 个 特性 需要 一 整套 完整 的 规范 来 进行 数据 的 采集 整理、 
分 析 。 利 用 计算 机 技术 可 以 建立 实验 室 信息 管理 系统 ,通过 计算 机 管理 可 以 使 实验 规范 
化 ,数据 的 采集 管理 和 分 析 高 度 自动 化 。 不 同 的 实验 室 有 不 同 的 需求 ,具体 表现 为 不 同 的 
实验 方法 不同 的 实验 流程 ` 不 同 的 软件 处 理 以 及 不 同 的 数据 标准 。 尽 管 各 个 实验 室 的 信 
息 管 理 系统 看 上 去 千差万别 ,采用 的 架构 方式 也 不 尽 相同 ,但 实质 上 ,实验 室 信息 管理 系 
统 主 要 分 两 个 部 分 :实验 数据 管理 采集 和 数据 分 析 。 实 验 数 据 管理 采集 部 分 主要 应 该 参 
考 计 算 机 工程 中 比较 成 熟 的 MIS( 管 理 信息 系统 ), 其 核心 思想 是 尽量 减少 人 的 干预 ,将 
人 的 工作 规范 化 ,信息 处 理 的 自动 化 。 数 据 的 分 析 部 分 主要 是 对 实验 中 采集 到 数据 作 鉴 
定 和 数据 挖掘 等 工作 ,这 是 最 具 各 个 实验 室 特色 的 部 分 ,不 同 的 实验 室 有 不 同 的 数据 要 
求 。 实 验 室 信息 管理 系统 的 系统 架构 大 同 小 异 , 以 系统 架构 来 分 主要 由 BS( 浏 览 器 -服务 
髓 ) 架 构 或 者 是 CS( 客 户 端 -服务 器 ) 架 构 ,这 两 种 架构 都 是 由 用 户 交 互 界面 加 数据 库 完成 
的 。 以 数据 的 流程 来 讲 可 以 分 为 :数据 的 输入 ,数据 的 存储 与 管理 ,有 选择 的 提取 数据 ,对 
提取 的 数据 进行 分 析 ,分 析 结 果 的 显示 和 再 人 库 。 

我 们 实验 室 也 建立 了 自己 的 实验 室 信息 管理 系统 (Labmis)。 实 验 室 信息 管理 系统 涉 
及 到 实验 室 工 作 的 方方面面 ,如 何 有 效 地 进行 组 织 和 管理 不 是 单纯 的 计算 机 问题 或 生物 
学 问题 , 它 更 多 体现 了 一 个 实验 室 的 管理 水 平 ,需要 生物 学 家 对 实验 室 的 方方面面 进行 系 
统 的 分 析 ,妥善 的 规划 ,才能 使 得 开发 出 来 的 实验 室 信息 管理 系统 得 到 最 有 效 的 利用 ,和 否 
则 将 只 是 一 个 摆设 (还 要 占用 时 间 和 空间 )。 一 个 高 效 的 采用 计算 机 工程 技术 进行 系统 分 
析 设 计 的 方法 就 是 采用 UML( 统 一 建 模 语言 ) 来 建 模 。UML 是 计算 机 设计 建 模 的 工具 
之 一 ,与 生物 信息 学 关系 不 大 ,可 以 参考 相关 计算 机 书籍 进行 学 习 。 

由 于 各 个 实验 室 的 数据 存放 的 格式 方式 ,采用 的 标准 都 不 尽 相 同 ,给 研究 者 在 数据 的 
交换 和 共享 方面 带 来 一 定 的 困难 。 为 了 便于 科学 家 们 进行 数据 交换 和 共享 ,国际 蛋白 质 
组 组 织 HUPO 组 织 了 全 世界 研究 蛋白 质 组 的 科学 家 来 设计 2D 数据 交换 和 数据 库存 储 的 
格式 。 数 据 格式 本 身 采 用 计算 机 技术 中 成 熟 的 可 扩展 标记 语言 XML(XML 类 似 HIML 
的 标记 语言 ,但 和 HTML 不 同 的 是 ,根据 XML 的 定义 , 它 不 限于 一 个 特定 的 词汇 表 、 行 
业 或 者 用 途 。XML 可 以 很 方便 地 在 数据 库 之 间 进 行 数 据 的 转移 工作 )。XML 既 可 以 作 
为 数据 存储 的 载体 又 可 作为 数据 交换 的 载体 , 而且 通 用 数据 库 基 本 都 支持 XML。XML 
蛋白 质 组 数据 格式 的 设计 满足 两 个 基本 原则 :一 是 满足 公开 发 表 的 最 小 需求 ,二 是 满足 数 
据 比 较 的 最 小 需求 。 整 个 数据 交换 格式 的 设计 思路 是 :目的 需求 、 样 品 信息 、 样 品 制 备 、 实 
验方 法 、 实 验 结果 、 和 蛋白 质 斑点 信息 ,等 等 。 

XML 数据 交换 格式 的 组 成 分 为 3 个 部 分 :第 一 部 分 是 样品 和 双向 凝 胶 电泳 实验 部 
分 ,主要 有 样品 信息 、2D 胶 信 息 、1LD 胶 信 息 、 蛋 白质 斑点 信息 等 表 组 成 。 第 二 部 分 为 蛋白 
质 鉴 定 实验 部 分 ,包含 了 质谱 类 型 ,检测 方法 等 表 结 构 。 第 三 部 分 是 蛋白 质 检测 的 信息 ， 
包含 了 和 蛋白质 斑点 最 主要 的 质谱 检测 的 结果 ( 肽 段 的 核 质 比 ) 的 信息 。 

使 用 XML 数据 交换 格式 的 另 一 个 好 处 是 :可 以 编写 不 同 的 样式 表单 或 各 式 文档 , 非 
常 方便 地 通过 普通 浏览 器 或 者 XML 专用 浏览 器 显示 数据 。 当 然 也 可 以 专门 写 一 个 

:506 . 





XML 的 应 用 程序 来 显示 和 修改 XML 数据 。 
天 、 总 络 


从 某 种 意义 而 言 ,生命 系统 就 是 一 个 庞大 的 信息 处 理 、 传 递 和 整合 系统 , 它 的 复杂 程 
度 远 远 超过 任何 人 工 设计 的 系统 。 传 统 的 生命 科学 研究 在 采用 个 体 和 手工 方式 研究 简单 
系统 时 ,产生 的 数据 规模 是 小 型 的 ,对 处 理 海 量 数据 的 需求 不 大 , 认识 不 深 。 但 我 们 必须 
意识 到 ,从 基因 组 计划 一 开始 启动 ,生命 科学 的 研究 就 进入 到 大 科学 、 系 统 生 物 学 的 时 代 ， 
各 种 大 通 量 、 系 统 性 的 研究 手段 将 生命 信息 以 前 所 未 有 的 规模 和 数量 呈现 在 我 们 面前 ,这 
才 是 生命 存在 的 真实 状态 。 传 统 的 低 通 量 ` 人 依赖 性 的 方法 显然 不 再 适用 ,取而代之 的 是 
高 通 量 、 机 器 依赖 的 研究 方式 ,这 就 是 生物 信息 学 。 一 方面 ,生物 信息 学 作为 一 门 新 兴 的 
学 科 , 本 身 还 需要 发 展 和 积累 , 另 一 方面 ,我 们 面临 着 各 种 大 科学 不 断 兴 起 ,新 的 问题 不 断 
产生 的 时 代 , 对 生物 信息 学 的 需求 与 日 俱 增 。 基 因 组 计划 的 开展 已 经 大 大 推动 了 生物 信 
息 学 的 发 展 ,但 蛋白 质 组 学 研究 比 基 因 组 更 复杂 并 提出 了 许多 新 问题 ,如 有 蛋白质- 和 蛋白质 
相互 作用 、 蛋 白质 定位 等 。 这 些 问题 的 解决 ,都 不 同 程度 地 依赖 着 生物 信息 学 的 发 展 , 因 
此 ,可 以 认为 ,蛋白 质 组 生物 信息 学 研究 还 处 于 起 步 阶 段 ,面临 着 大 量 挑战 ,拥有 着 广阔 的 
发 展 前 景 。 


( 陈 益 强 付 岩 李 亦 学 李 素 君 曾 嗓 张 雷 ) 
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第 二 十 二 章 蛋白 质 组 学 在 各 领域 的 应 用 
蛋白 质 组 学 在 微生物 研究 中 的 应 用 
SEE 述 


(一 ) 微生物 简介 

微生物 不 是 生物 分 类 系统 中 的 一 个 类 群 ,而 是 个 体 直径 小 于 lmm 的 生物 的 总 体 , 包 
括 了 至 少 100 万 种 的 生物 ,但 它们 都 具有 以 下 五 大 特征 本 :第 一 ,体积 小 ,表面 积 大 ;第 二 ， 
吸收 多 ,转化 快 ;第 三 ,生长 旺 ,繁殖 快 ;第 四 ,适应 性 强 , 易 变 异 ; 第 五 ,分 布 广 ,物种 种 类 
多 ,代谢 产物 种 类 多 。 微 生物 的 分 类 方法 有 很 多 ,例如 ,分 成 细菌 真菌 病毒、 藻类 和 原生 
动物 五 类 。 这 里 ,我们 依据 现行 微生物 学 教材 ,按照 微生物 的 结构 、 化 学 组 成 及 生活 习性 
等 差异 将 微生物 分 成 三 大 类 5。 第 一 类 , 真 核 细胞 型 微生物 :细胞 核 的 分 化 程度 较 高 ,有 
核 膜 、 核 仁和 染色 体 ; 胞 质 内 有 完整 的 细胞 器 (如 内 质 网 核糖 体 及 线粒体 等 )。 真 菌 (如 酵 
母 菌 .霉菌 和 黏 菌 等 ) \ 原生 动物 属于 此 类 型 微生物 。 第 二 类 ,原核 细胞 型 微生物 :细胞 核 
分 化 程度 低 , 仅 有 原始 核 质 ,没有 核 膜 与 核 仁 ;细胞 器 不 很 完善 。 这 类 微生物 种 类 众多 ,有 
细菌 支原体 、 立 克 次 体 、 衣 原 体 、 螺 旋 体 和 放 线 菌 等 。 第 三 类 , 非 细胞 型 微生物 :没有 典型 
的 细胞 结构 , 亦 无 产生 能 量 的 酶 系统 ,只 能 在 活 细胞 内 生长 繁殖 。 病 毒 ( 含 亚 病毒 ) 属 于 此 
类 型 微生物 ,其 中 亚 病 毒 (subvirus) 是 指 不 具有 完整 的 病毒 结构 的 一 类 病毒 ,包括 类 病毒 、 
卫星 RNA、 肝 病 毒 。 

绝 大 多 数 微生物 对 人 类 和 动 植物 的 生存 是 有 益 而 必需 的 器。 其 一 ,自然界 中 氮 、 碳 、 
硫 等 多 种 元 素 循 环 靠 微生物 的 代谢 活动 来 进行 。 其 二 ,在 农业 方面 ,人 类 广泛 利用 一 些微 
生物 的 特性 ,开辟 了 以 菌 造 肥 、 以 菌 催 长 ,以 菌 防 病 \ 以 菌 治 病 等 农业 增产 新 途径 。 其 三 ， 
在 工业 方面 ,微生物 在 食品 、 制 革 纺织 ` 石油、 化工 等 领域 的 应 用 越 来 越 广泛 。 尤 其 是 在 
医药 工业 方面 ,几乎 所 有 的 抗生素 都 是 微生物 的 代谢 产物 。 另 外 ,还 可 利用 微生物 来 制造 
一 些 维 生 素 、 辅 酶 等 药物 。 当 然 , 还 有 一 小 部 分 微生物 能 引起 人 类 或 动 植 物 的 病害 ,这 些 
具有 致 病 性 的 微生物 称 为 病原 微生物 。 有 些微 生物 在 正常 情况 下 不 致 病 , 而 在 特定 条 件 
下 可 引起 疾病 , 称 为 条 件 性 病原 微生物 。 

由 于 微生物 个 体 微小 种 类 繁多 ,人 们 对 其 认识 和 研究 经 历 了 漫长 的 岁月 。 直 到 20 
世纪 50 年 代 初 ,，DNA 双 螺 旋 结 构 模 型 "的 建立 使 整个 生命 科学 进入 了 分 子 生 物 学 研究 
的 新 阶段 ;70 年 代 以 后 ,发 酵 工 程 与 遗传 工程 、 细 胞 工程 及 酶 工程 紧密 结合 ,使 微生物 工 
程 处 于 生物 工程 技术 的 主角 地 位 。 在 近代 科学 中 ,对 人 类 贡献 最 大 的 一 门 科 学 当 数 微 生 
物 学 了 。 微 生物 在 医疗 保健 抗生素 药剂 生产 、 工 业 发 酵 、 农 业 科技 资源 勘探 \ 微 生物 采 
油 等 领域 已 经 得 到 广泛 应 用 。 


= 汪 册 “ 


《二 ) 微生物 与 香 日 质 组 学 


当前 ,适应 基因 组 学 和 和 蛋白质 组 学 的 发 展 , 微 生物 蛋白 质 组 学 应 运 而 生 。 微 生物 蛋白 
质 组 学 研究 集中 在 两 个 方面 , 即 一 方面 是 各 类 模式 微生物 数据 库 的 建立 及 一 系列 基础 工 
作 的 开展 , 另 一 方面 是 病原 微生物 建 库 、 病 原 物 与 疫苗 的 筛选 与 研制 ,可 以 说 基础 研究 和 
应 用 研究 的 工作 齐头并进 .相互 联系 、 互 相 推动 。 

据 统计 56] :截至 2000 年 5 月 ,已 经 完成 全 序列 测定 的 基因 组 有 : 古 细菌 6 种 ,细菌 21 
种 , 叭 菌 体 66 种 ,病毒 542 种 (包括 类 病毒 ) ,细胞 器 152 种 , 真 核 生 物 3 种 。 而 3 年 后 , 截 
至 2003 年 5 月 2 日 ,基因 组 全 序列 已 完成 的 已 经 增 至 : 古 细 菌 16 种 ,细菌 106 种 , 叭 菌 体 
112 种 ,质粒 280 种 ,类 病毒 40 种 ,病毒 875 种 ,细胞 器 308 种 , 真 核 生物 (包括 完整 染色 
体 )15 种 。 蛋 白质 组 全 序列 已 完成 或 正在 进行 的 有 : 真 核 生物 8 种 [分 别 是 植物 拟 南 芥 
(Arapicdozpsi zhaliaza )， 秀 丽 线 虫 (Caenrorhapditis elesgazs )， 果 蝇 〈( Drosopjaila 
7zelc710gaster ) ，GuilLazealia zhetae ,人 类 (Bomo sazpiens )， 鼠 (Maus atscxlus ) , 酿酒 酵母 
(Saccha7zozyces ce7Fevisiae ) , 裂 殖 酵母 ( Schizosacchazromayces pomzpe )] , 古 细菌 16 种 ,细菌 
83 种 。 和 
础 。 

我 们 按 模式 微生物 和 病原 微生物 两 部 分 来 讨论 蛋白 质 组 学 在 微生物 中 的 应 用 。 


一 、 蛋 白质 组 学 在 模式 微生物 研究 中 的 应 用 


“In the Age of the Ome” ,模式 生物 仍然 是 理解 复杂 生物 学 通路 和 人 类 疾病 不 可 或 缺 
的 科研 工具 [4]。 模 式 生 物 以 人 类 基因 组 计划 的 提出 为 界 分 为 两 大 类 :前 基因 组 时 代 的 
BG 模式 生物 和 后 基因 组 时 代 的 AG 模式 生物 。AG 模式 生物 的 选择 主要 取决 于 它们 在 
物种 进化 .人 类 疾病 研究 .生物 药物 发 展 和 工业 应 用 等 方面 的 潜能 。 典 型 的 模式 生物 有 以 
下 的 特征 :适用 正 向 和 反 向 遗传 学 的 各 种 方法 , 短 的 传代 时 间 、 体 型 小 .生活 条 件 简 单 且 消 
耗 合 理 , 已 有 雄厚 的 研究 基础 (例如 ,PubMed 数据 库 中 有 关 酬 酒 酵母 的 文献 已 达 $0 000 
篇 ) ,可 以 实现 对 生物 学 问题 的 简单 化 研究 。 原 核 的 大 肠 杆 菌 和 真 核 的 酵母 菌 就 是 满足 上 
述 特 征 的 “超级 模型 ”(super model) 。 


(一 ) 大 肠 杆菌 蛋 白质 组 学 
大 肠 杆菌 基 因 - 和 蛋白 质数 据 库 ECO2DBASE( Escherichia coli gene-protein database) 是 




















Vanbogelen 和 Neidhardt 自 20 世纪 80 年 代 中 期 起 就 致力 于 构建 的 大 肠 杆菌 蛋白 质 组 数 ， 


据 库 ,截至 2001 年 ,已 发 展 到 第 6 版 ,包括 了 大 肠 杆菌 的 10 种 不 同 的 外 界 环境 。 目 前 ,大 
肠 杆 菌 蛋白 质 组 学 的 研究 几乎 涉及 了 和 蛋白质 组 学 现 有 领域 的 方方面面 。 

在 蛋白 质 表 达 及 调控 领域 ,加 利 福 尼 亚 的 Doyle 等 人 发 展 了 一 条 基于 96 孔 板 的 纯化 
大 肠 杆 菌 蛋白 质 产物 的 高 通 量 ,高 效 、 易 操作 的 蛋白 质 组 学 生产 流水 线 5 。 生 物体 对 搞 
多 种 环境 压力 时 除了 调节 特殊 基因 的 表达 之 外 ,还 可 以 整体 性 地 同时 调整 一 大 批 相关 基 
因 的 系统 表达 ,在 这 些 系统 中 ,了 解 最 早 的 是 热 激 反应 中 的 热 激 蛋白 家 族 ,Rosen 和 Ron 
总 结 前 人 在 热 激 蛋 白 家 族 方 面 的 工作 ,并 首先 以 大 肠 杆 菌 等 为 模式 生物 将 2DEMS 的 蛋 

- 512 





白质 组 学 技术 用 于 热 激 蛋白 家 族 及 其 调控 元 件 的 研究 :91。 

在 结构 蛋白 质 组 学 领域 ,Huang 以 大 肠 杆菌 的 核糖 体 结合 因子 A (RbfA) 一 一 一 种 冷 
休克 适应 蛋白 为 结构 蛋白 质 组 学 的 研究 对 象 1。 细菌 或 古 细 菌 基 因 组 编码 的 非 膜 结合 
蛋白 质 , 经 由 大 肠 杆 菌 表达 后 只 有 一 半 是 可 溶 的 ,这 给 功能 和 结构 的 研究 带 来 极 大 的 困 
难 ,针对 这 一 问题 ,Savchenko 等 人 发 展 了 结构 蛋白 质 组 学 的 一 个 战略 思想 8] :核磁 共振 
和 X 射 线 结 晶 技 术 同 时 研究 不 同 物种 的 同 源 蛋 白质 ,他 们 选取 大 肠 杆菌 和 嗜 热 菌 Ther- 
7z0ioga 7aritizza 的 68 对 同 源 蛋 白质 做 了 尝试 ,取得 了 很 好 的 结果 。Gel5l 等 人 在 研究 大 
肠 杆 菌 的 硫 胺 生物 合成 酶 系统 成 员 ThiS 和 ThiG, 辅酶 A 生物 合成 酶 系统 的 CoaBC 
(Phosphopanto-thenoylcysteine synthetase/decarboxylase ) 等 时 ,应 用 "top down”-MS 路 线 
解释 了 它们 与 DNA 预测 序列 的 相对 分 子 质 量 偏差 在 于 末端 剪 切 或 翻译 后 的 修饰 ,而 在 
“bottom up”-MS 路 线 中 无 法 解释 这 些 较 大 的 蛋白 质 与 预测 的 偏差 ,提示 电子 俘获 分 离 
(electron capture dissociation,ECD)-top down FTMS 可 以 告诉 我 们 有 关 较 大 和 蛋白质 的 细 
节 结 构 等 信息 。 

在 膜 蛋 白 组 研究 方面 ,Fountoulakis 和 Gasser 用 弱 去 污 剂 (如 CHAPS) 或 强 去 污 剂 (如 
胆 酸 钠 、 去 氧 胆 酸 钠 ) 的 缓冲 液 抽 提 膜 蛋 白 ,2DE-MALDI-MS 蛋白质 组 学 技术 研究 野生 型 
大 肠 杆菌 菌株 和 表达 人 细胞 色素 P450 转化 株 的 膜 蛋 白质 组 , 共 鉴 别 394 种 膜 蛋白 ,其 中 
28%(112 种 ) 符 合 预测 软件 的 结果 (其 中 预测 含 一 个 跨 膜 结构 区 域 的 有 100 种 , 含 两 个 路 
膜 结构 区 域 有 10 种 , 含 三 个 跨 膜 结构 区 域 有 2 种 ) ,使 用 强 去 污 剂 缓冲 液 抽 提 多 鉴别 出 
20 种 膜 蛋白 ,这 是 目前 最 大 的 膜 蛋白 数据 库 之 一 。 

在 定量 及 非 凝 胶 蛋 白质 组 学 方面 , Yan 等 用 2D-DIGE 结合 MALDITOF-MS 或 Q- 
TOF-MS 技术 ,鉴别 了 葵 甲 酸 处 理 后 的 与 对 照 组 的 大 肠 杆菌 之 间 179 种 差别 表达 的 蛋白 
质 21。Gevaert 等 人 开发 的 联合 分 级 对 角 线 色谱 (COFRADICIM)L9] 是 一 种 全 新 的 非 凝 胶 
蛋白 质 组 学 技术 ,不 同 于 现在 流行 的 多 维 蛋 白质 鉴定 技术 (multidimensional protein identi- 
fication technology,MudPIT ) 或 是 同位 素 代 码 亲 和 标签 技术 (isotope-coded affinity tag 
method,ICAT) , 它 基 于 对 角 线 色谱 法 (diagonal chromatography)uoj: 抽 提 大 肠 杆菌 K 12 
的 全 细胞 和 蛋白质, 胰 和 蛋白酶 酶 解 后 ,所 有 的 肽 段 经 反 相 柱 (narrow-bore reverse-phase ZOR- 
BAXS8300SB-C18 column) 分 成 48 个 组 分 ,分 别 用 双氧水 进行 甲 硫 氨 酸 氧化 反应 ,而 后 再 
用 反 相 柱 收 集 含 蛋氨酸 亚 砚 (methionine-sulfoxide,Met-SO) 的 肽 段 , 用 LC-MSVXMS 进行 
质谱 分 析 ,所 得 数据 用 Mascot 和 ProcorrIM 两 种 算法 共识 别 872 种 (相当 于 大 肠 杆菌 下 . 
coli K12 和 蛋白质 组 的 40% ) 含 有 甲 硫 氮 酸 的 蛋白 质 , 包 括 了 可 溶 蛋 白质 和 膜 结 合 蛋 白质 、 
高 丰 度 及 低 拷 贝 蛋白 质 。 这 上 比 基 于 2DE 的 蛋白 质 鉴定 技术 灵敏 100 倍 , 并 且 可 以 完全 实 
现 自 动 化 。 更 为 重要 的 是 ,只 要 肽 段 中 含有 可 修饰 的 氨基 酸 ( 如 磷 肽 氨基 末 端 肽 等 ) , 灵 
活 运用 肽 段 分 类 化 学 法 ,并 结合 胰 蛋 白 酶 催化 反应 时 的 水 中 氧 同 位 素 并 入 :5 就 可 以 定量 
分 析 每 一 类 肽 段 ,鉴定 出 对 应 的 蛋白 质 。Wang 和 Regnier 以 大 肠 杆菌 为 对 象 ,为 对 比 质 
粒 表达 与 否 的 差别 蛋白 情况 ,设计 了 如 下 的 实验 路 线 D1 :基于 硫 醇 - 二 硫化 物 thiolL-disul- 
fide 交换 反应 的 共 价 色谱 法 选择 胰 和 蛋白 酶 酶 解 产 物 复 合 物 中 含 半 胱 氨 酸 的 多 肽 ,再 经 质 
谱 鉴 定 并 按 同 位 素 标 记 定 量 :2,2 - 联 吡啶 二 硫化 物 打 开 二 硫 键 , 胰 和 蛋白 酶 酶 解 , 不 同 同位 
素 标记 (如 H.D) 的 琥珀 酝 酰 基 化 , 耦 联 了 琉 基 基 团 的 两 基 硫 氧 喀 啶 Sepharose 胶 通 过 二 
硫化 物 交换 选择 富 集 含 半 胱 氨 酸 的 多 肽 片段 , 洗 脱 下 来 后 经 反 向 液 相 色谱 (reversed-phase 
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liquid chromatography,RPLC) 分 级 ,各 个 组 分 用 MALDI 等 分 别 进 行 质谱 鉴定 并 按 同位 素 
标记 定量 。 

关于 生物 信息 学 对 蛋白 质 相互 作 用 图 谱 及 生物 学 通路 的 预测 方面 :interacting do- 
main profile pair (IDPP) 方 法 03 是 通过 序列 及 连接 相似 度 将 蛋白 质 结 构 域 归 类 ,这 上 比 仅 
仅 基 于 蛋白 质 同 源 性 04] 的 方法 更 为 有 效 。Woijcik\、Boneca 和 Legrain 应 用 IDDP 方法 预 
测 大 肠 杆菌 ` 空 肠 弯 曲 杆菌 的 蛋白 质 相 互 作 用 图 谱 及 比较 大 肠 杆 菌 空肠 弯曲 杆菌 趋 化 性 
通路 ,并 将 预测 的 蛋白 质 相 互 作用 图 谱 与 酵母 双 杂 交 实 验 所 得 的 相互 作用 图 谱 相 互 比较 。 
以 进化 系统 树 的 相似 度 为 蛋白 质 相 互 作用 预测 的 指示 物 !016] , 成功 预测 了 涉及 大 肠 杆菌 
2 742 种 蛋白 质 的 67 000 对 相互 关系 。 

另外 ,Wang 和 Regnier 将 固定 化 胰 蛋 白 酶 柱 与 多 维 分 离 技术 的 联 用 [18] ,20min 就 实 
现 大 肠 杆菌 全 和 蛋白质 抽 提 物 的 酶 解 ,在 自动 化 蛋白 质 组 学 方面 进行 了 有 益 的 探索 。 


(二 ) 酵母 蛋白 质 组 学 


酿酒 酵母 ( Sacchazromzyces cereuisiae ) 和 裂 殖 酵母 ( Schizosacchna7ozmazyces zoomzpe ) 是 两 种 
广泛 使 用 的 单 细胞 真菌 类 模式 生物 呈 ,尽管 它们 有 不 同 的 生活 方式 ,属于 不 同 的 进化 分 
支 , 但 它们 都 可 以 使 用 各 种 强大 的 分 子 遗传 学 手段 ,有 极 短 的 传代 时 间 , 这 使 得 它们 成 为 
遗传 学 和 基因 组 学 的 经 典 模 式 。AG 模式 生物 时 代 它 们 仍然 是 不 可 多 得 的 真 核 模式 微 生 
物 。 酿 酒 酵 母 和 裂 殖 酵母 各 自 拥有 6 400 和 4 900 个 基因 ,其 中 30% 是 未 知 功能 的 ,这 些 
基因 的 功能 是 什么 ? 它们 如 何 表达 调控 ? 表达 产物 (尤其 是 蛋白 质 类 产物 ) 的 亚 细 胞 定位 
情况 、 相 互 作用 、 酶 学 等 功能 是 怎样 ? 这 样 庞大 的 任务 无 疑 是 模式 微生物 蛋白 质 组 学 必需 
打响 的 前 哨 战 。 蛋 白质 组 学 以 系统 论 为 基础 ,较为 推崇 高 通 量 技术 ,如今 在 模式 酵母 中 先 
行 试用 的 有 5 种 :@ 研 究 基 因 表 达 调 控 和 和 蛋白质 -基因 相互 作用 09'.201 的 DNA 阵列 技术 ; 
@ 研 究 蛋白 质 相 互 作用 的 酵母 双 杂 交 系 统 521;@ 研 究 蛋 白质 相互 作用 的 蛋白 质 复 合 物 纯 
化 与 质谱 鉴定 技术 己 ] ;图 通过 lacZ、 绿 色 荧 光 蛋 白质 或 同位 素 标签 为 报告 者 的 亚 细 胞 定 
位 技术 52];@ 实 现 了 酿酒 酵母 5 800 个 可 读 框 的 克隆 表达 的 蛋白 质 组 芯片 技术 已 。 

基于 这 5 种 高 通 量 技术 的 一 系列 蛋白 质 组 学 研究 手段 ,酵母 微生物 组 学 取得 了 惊人 
的 成 绩 。 

Perego 等 人 对 裂 殖 和 酿酒 两 种 模式 酵母 在 真 核 细 胞 DNA 修复 、 细 胞 周期 调控 、 主 要 
的 信号 通路 抗 细 胞 毒素 剂 或 抗 肿瘤 药物 反应 机 制 的 模型 等 方面 的 贡献 做 了 总 结 , 突 出 介 
绍 了 它们 的 突变 株 用 于 药物 筛选 的 工作 [25]。Feldhaus 等 人 应 用 蛋白 质 组 学 领域 的 一 种 高 
通 量 的 抗体 分 离 技术 来 研究 单 链 可 变 片 段 的 抗体 文库 (single-chain variable fragments of 
antibodies scFvs, 人 的 已 有 10? 种 ) ,将 scFvs 克隆 表达 在 酵母 表面 , 磁 珠 法 富 集 结合 流 式 
细胞 术 筛 选 (已 经 有 鸣 菌 体 及 核糖 体 展 示 文 库 ) ,是 迄今 为 止 最 大 的 人 scFvs 的 酿酒 酵母 
展示 文库 [26] 。 

在 蛋白 质 复合 物 及 和 蛋白质 相 互 作用 方面 (相互 作用 组 ,interactome) 的 酵母 蛋白 质 组 学 研 
究 更 是 成 果 喜 人 。 以 酿酒 酵母 为 模式 ,检验 新 的 群集 算法 一 一 分 子 复合 物 检测 (molecular 
complex detection,MOODE) ,Bader 和 Hogue 收集 整理 15 143 种 酿酒 酵母 蛋白 质 间 相互 作用 ， 
涉及 4 825 种 酵母 蛋白 质 , 相 当 于 酿酒 酵母 蛋白 质 组 的 75% , 共 预 测 了 209 个 蛋白 质 复合 
物 52721。 以 生化 法 纯化 结合 质谱 鉴定 发 现 了 酿酒 酵母 后 期 起 始 复合 物 (anaphase-promoting 
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complex,APC) 的 11 个 亚 单位 [5291 ,Yoon 等 人 [530 采用 串联 亲 和 纯 化 tandem affinity purification， 
TAP 和 direct analysis of the purified complexes by mass spectrometry (DALPC) 技 术 在 裂 殖 和 配 
酒 酵 母 APC 复合 物 都 检测 到 13 个 亚 单位 ,并 且 提 示 原 来 的 技术 可 能 只 偏重 了 小 亚 单位 的 
检 出 。Ohi 和 Gould 用 裂 殖 酵母 或 酿酒 酵母 剪接 体 的 必需 元 件 Cdcsp 或 Ceflp 分 别 共 纯化 出 
30 种 相互 作用 的 剪接 体 复合 物候 选 蛋 白质 [3。 另 一 个 实验 小 组 用 TAP 和 DALPC 技术 研 
究 裂 殖 酵母 或 酿酒 酵母 Cdc5p/Ceflp 剪接 体 复合 物 ,发 现 至 少 26 种 蛋白 质 组 分 :3 引 。 酬 酒 酝 
母 (Saccharomzyces cerevisiae ) 是 最 重要 的 真 核 模式 生物 之 一 ,对 其 蛋白 质 组 的 研究 ,对 于 阐明 
人 类 基因 组 的 功能 有 着 重要 的 方法 学 与 同 源 提 示 作 用 。2002 年 , 几 个 研究 组 在 《自然 和 
《科学 》 上 相继 发 表 了 对 酿酒 酵母 的 大 规模 功能 蛋白 质 组 研究 的 初步 结果 :高 通 量 质谱 检测 
蛋白 质 复合 物 方法 (high-throughput mass spectrometric protein complex identification,HMS-PCI) 
是 基于 FLAG -标记 的 酵母 可 读 框 的 重组 体 克 隆 (recombination-based cloning) , 免疫 共 沉 演 后 
用 ant-FLAG 的 琼脂 糖 树脂 捕获 蛋白 质 复 合 物 ,而 后 1D-SDSPAGE 分 离 ,LCMSVMS 鉴定 ， 
生物 信息 学 分 析 数 据 ,结果 用 493 个 诱饵 ( 约 占 酵 母 蛋白 质 组 的 10% ) 共 检测 到 3 617 相互 
关联 的 蛋白 质 ,涵盖 了 酵母 蛋白 质 组 的 23%B2]。 另 一 个 研究 小 组 用 TAP 方法 标记 了 约 1 
700 个 蛋白 质 ,其 中 1 143 个 与 人 类 相关 ,经 质谱 分 析 鉴 定 了 232 个 蛋白 质 复合 物 和 344 个 蛋 
白质 可 能 的 细胞 功能 83] 。Tpng .Drees\Nardelli 和 Bader 等 人 ,应 用 基于 鸣 菌 体 展示 配 基 共 有 
序列 的 算法 预测 与 大 规模 酵母 双 杂 交 相 联 合 的 战略 , 仅 利 用 酵母 的 SH3 结构 域 就 分 别 鉴别 
了 涉及 206 种 蛋白 质 的 394 对 相互 作用 和 有 关 145 种 蛋白 质 的 233 对 相互 关系 :34 。 

定量 蛋白 质 组 学 中 酵母 也 发 挥 着 作用 。 例 如 ,ICAT 标记 和 葡萄糖 或 半 乳 糖 为 碳 源 的 
酿酒 酵母 蛋白 质 ,在 不 同 质量 标 签 标记 的 同 种 蛋白 质 在 2DE 中 共 移 行 ,MALDI-TOF-MS 
检测 了 13 种 这 样 的 共 移 行 蛋 白质 (peroxisomal alkyl hydroperoxide reductase,enolase 2 ,al- 
dolase,phosphoglycerate kinase,glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 3 等 )!35]。Smith 
等 人 66 用 传 里 叶 变 换 离子 回旋 加 速 共 振 质 谱 FTICR 或 串联 质谱 分 析 总 蛋白 酶 解 产 物 ， 
以 酿酒 酵母 和 球菌 Deimococcxs radiodxxraxs 为 研究 对 象 ,也 进行 了 有 蛋白质 定量 方面 的 
尝试 。 

另外 ,磷酸 化 蛋白 质 组 学 方面 ,Chen 等 人 使 用 多 种 基于 质谱 的 方法 分 析 酿 酒 酵母 细 
胞 分 型 后 期 的 重要 调节 者 Netl 的 磷酸 化 位 点 谱 图 ,包括 金属 整合 柱 、 碱 性 磷酸 酶 处 理 、 基 
质 辅助 激光 解吸 源 后 衰变 、 多 维 电 喷雾 质谱 ,这 些 方 法 相互 补充 ,但 任何 一 种 都 无 法 找到 
所 有 的 磷酸 化 位 点 。 使 用 的 蛋白 质 样品 是 酿酒 酵母 重组 Netl 菌株 和 突变 体 Netl N19m 
菌株 (19 个 丝氨酸 或 苏 氨 酸 位 点 突变 为 两 氨 酸 )037]。 结 构 蛋 白质 组 学 方面 ,耶鲁 大 学 组 
建 的 一 个 结构 蛋白 质 组 学 的 数据 库 SPINE ,在 其 建立 伊始 就 收录 了 123 种 酿酒 酵母 蛋白 
质 的 结构 信息 [38] 。 

因 篇 幅 所 限 ,我 们 仅 以 模式 微生物 中 最 具 代 表 性 的 大 肠 杆 菌 和 酵母 来 讲述 现今 极 具 
发 展 规模 的 模式 微生物 蛋白 质 组 学 。 


二 、 绰 白质 组 学 在 病原 微生物 研究 中 的 应 用 


在 已 知 的 10 万 多 种 微生物 中 有 少 部 分 为 病原 微生物 :3 。 病 原 微生物 可 以 参照 微 生 
物 的 分 类 方法 分 三 大 类 :@ 非 细胞 型 的 病毒 是 最 常见 的 致 病 微 生物 ;@ 原 核 细胞 型 的 细 
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菌 、 枝 原 体 .衣原体 立 克 次 体 .螺旋 体 、 放 线 菌 的 某 些 种 类 ;G@ 真 核 细 胞 型 的 真菌 、 原 生动 
物 . 治 类 中 也 含 少量 致 病 微 生物 。 这 些 病原 微生物 引起 的 感染 性 疾病 一 直 是 人 类 健康 的 
大 敌 ,尽管 在 抗生素 和 抗 病毒 药物 问世 以 后 ,这 类 疾病 对 人 类 的 威胁 已 经 减 小 。 但 是 ,由 
于 新 的 微生物 的 出 现 ( 如 最 近 祸 及 全 球 的 非典 型 性 肺炎 的 致 病 病 毒 是 一 种 轩 新 的 冠状 病 
毒 ) ,以 及 一 些 已 有 的 病原 微生物 产生 了 抗 药性 ,感染 性 疾病 仍然 是 全 球 范 围 内 主要 的 疾 
病 意 等， 

自 1995 年 ,第 一 个 致 病菌 基因 组 测序 完成 以 来 ,基因 组 学 在 抗 感 染 药物 研究 领域 中 
做 了 大 量 的 基础 工作 ,但 遗憾 的 是 ,截至 2002 年 基因 组 学 并 未 发 现 一 种 全 新 的 抗菌 试 
剂 :5015 因而 ,蛋白 质 组 学 .生物 信息 学 等 的 发 展 是 必需 的 。 对 这 些 致 病 微生物 的 蛋白 质 
组 学 研究 ,对 于 了 解 其 毒性 因子 .抗原 及 疫苗 的 制备 非常 重要 。 此 外 ,对 疾病 的 诊断 、 治 疗 
和 预防 也 同样 重要 。 现 已 获得 的 病原 微生物 基因 组 学 等 工作 的 丰硕 成 果 为 其 蛋白 质 组 学 
研究 提供 了 有 利 条 件 。 目 前 ,关于 病原 微生物 蛋白 质 组 学 研究 主要 集中 在 以 下 几 个 层 
面 :“”3. :人 作为 病原 微生物 蛋白 质 组 学 研究 基础 的 模式 微生物 在 不 同 生长 条 件 下 的 表达 谱 
的 研究 ; 包 同 一 种 病原 微生物 的 不 同 菌 株 之 间 的 和 蛋白质 组 的 比较 ;@ 同 一 种 病原 微生物 的 
不 同 生理 状态 的 蛋白 质 组 学 研究 ;由 对 病原 微生物 进行 “ 亚 蛋 白质 组 ”(Sub-proteomics) 分 
析 ;@) 研 究 宿 主 和 微生物 的 相互 关系 ,寻找 新 型 疫苗 的 靶 分 子 。 第 方面 的 工作 可 以 参阅 
本 节 的 概述 及 蛋白 质 组 学 在 模式 微生物 研究 中 的 应 用 两 部 分 ,在 此 简单 介绍 四 一 @ 方 面 
的 工作 ， 


(一 ) 同一 种 病原 微生物 的 不 同 菌株 之 间 的 比较 蛋白 质 组 学 


部 分 病原 微生物 的 不 同 菌株 具有 不 同 的 致 病 性 ,研究 这 些 菌 株 之 间 的 蛋白 质 组 学 的 
差别 ,显然 有 助 于 了 解 该 微生物 的 致 病 机 制 以 及 相关 药物 .疫苗 的 开发 。 

螺旋 体 (JMzicropes spirillzxzz ) 是 一 类 既 有 细菌 某 些 特点 又 有 原生 动物 某 些 特点 的 微 生 
物 ,它们 当中 很 难 找 出 对 人 类 有 益 的 种 类 ,那些 生活 在 人 和 动物 体内 的 螺旋 体会 使 它们 的 
寄主 患 上 许多 种 疾病 。 其 中 的 钩 端 螺 旋 体 属 ( Leptospira ) 中 的 许多 种 类 更 为 凶恶 3?1。 本 
实验 室 针 对 钧 端 螺 旋 体 的 两 个 不 同 致 病 性 的 菌株 以 及 它们 在 不 同 生长 条 件 下 的 蛋白 质 组 
进行 了 比较 ,工作 中 使 用 了 双向 凝 胶 电泳 质谱 鉴定 技术 ` 液 质 联 用 技术 和 同位 素 标记 定 
量 技术 ,对 这 些 菌 株 进行 了 大 量 细致 的 分 析 。 结 果 表 明 ,这 些 菌株 在 和 蛋白质 组 水 平 上 有 许 
多 重要 的 差别 ,为 进一步 的 药物 和 疫苗 开发 提供 了 条 件 。 这 一 成 果 即 将 发 表 , 可 参见 相关 
的 基因 组 学 工作 [40] 。 

幽门 螺杆 菌 感染 与 慢性 胃炎 、 胃 和 十 二 指 肠 溃疡 有 关 , 利 用 2DE-MALDI-TOF 和 蛋 自 
质 组 学 技术 研究 4 个 幽门 螺杆 菌 临床 隔离 群 ,对 比 差别 蛋白 表达 图 谱 ,4 个 临床 隔离 群 明 
显 按 地 区 来 源 分 成 了 两 组 ,这 表明 和 蛋白质 组 学 研究 可 以 作为 致 病 微 生物 临床 隔离 群 区 分 
的 可 靠 参数 之 一 [46] 。 


《二 ) 同一 种 病原 微生物 的 不 同 生理 状态 的 蛋白 质 组 学 研究 


闪 疾 是 现代 三 大 瘟疫 (结核 病 ` 艾 滋 病 , 闪 疾 ) 之 一 ,2002 年 10 月 英国 《自然 ?杂志 公 

布 了 疙 疾 的 致 病 微 生物 一 一 恶性 闪 原 虫 的 基因 组 ,同一 期 自然》 杂志 也 刊登 了 多 国学 者 

在 恶性 半 原 虫 的 蛋白 质 组 的 研究 中 取得 的 成 果 : 针 对 疙 原虫 的 各 个 生理 状态 下 的 和 蛋 自 质 
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组 表达 情况 进行 分 析 , 全 面 了 解 了 闪 原 虫 的 生命 周期 中 的 蛋白 质 组 以 ,5 , 即 应 用 多 维 蛋 
白质 识别 技术 MudPIT 研究 晋 性 疙 原虫 clone 3D7 在 孢子 期 . 裂 殖 期 .滋养 体 期 和 配子 体 
期 的 蛋白 质 组 , 共 鉴 别 2 400 种 蛋白 质 ;或 用 NanoLC-MSVMMS 分 别 鉴 别 了 恶性 闪 原 虫 无 
性 生殖 期 714 种 配子 体 931 种 和 配子 期 645 种 共 1 289 种 蛋白 质 。2003 年 PlasmoDB 
(http:Vy/PlasmoDB.org) 提供 了 亚 性 疙 原虫 的 全 基因 组 的 信息 及 注解 。 

近来 ,Reid 等 人 对 链球 菌 的 不 同 生长 状态 时 的 蛋白 质 组 变化 进行 了 研究 ,并 和 基因 
表达 进行 了 比较 ,对 4 种 新 的 抗原 分 子 进行 了 分 析 ,这 些 分 子 是 潜在 的 药物 和 疫苗 的 靶 分 
子 [43] 。 

Demirev 等 人 自 编 程序 推测 革 兰 氏 阴 性 菌 一 一 幽门 螺杆 菌 26 695 株 潜在 的 蛋白 质 标 
志 物 的 翻译 后 修饰 ,可 靠 性 提高 了 至 少 一 个 数量 级 1 ,这 是 生物 信息 学 在 病原 微生物 蛋 
白质 组 学 中 应 用 的 又 一 有 益 尝 试 。Lock 等 人 使 用 2DE-MS 鉴别 了 幽门 螺杆 菌 NCTC 
11 637 的 93 个 高 丰 度 蛋白 质 ,对 应 35 个 基因 ,每 基因 2.7 个 蛋白 质 产 物 [5]。 

Kahng 等 人 开展 对 不 动 杆菌 的 碳 源 分 解 代 谢 研究 "1 :生长 在 琥珀 酸 盐 或 phydroxy- 
benzoate 培 养 基 不 动 杆菌 属 的 Aciretobacter lzuofjii K24( 可 以 分 解 磺 胺 药物 前 体 ani- 
line) ,对 比 它 们 经 Q-Sepharose 柱 分 离 后 的 2DE 和 蛋白质 图 谱 , 用 N 端 测 序 ( Edmamn Degra- 
dation) 和 内 部 测序 (ESILQ-TOF mass spectrometry) 鉴 别 了 差别 表达 的 两 种 原 儿 茶 酸 - 3,4 
-二 加 氧 酶 亚 基 pcaH 和 pcaG, 它 们 都 与 p-hydroxybenzoate 的 分 解 代 谢 有 关 , 可 能 是 该 菌 
株 耐 药性 产生 的 源 果 所 在 。 

一 类 胞 内 革 兰 氏 阴 性 菌 一 一 衣原体 属 可 引起 人 的 急性 或 慢性 的 疾病 ,肺炎 衣原体 和 
沙眼 衣原体 的 基因 组 计划 使 我 们 对 衣原体 致 病 机 制 及 洪 在 毒性 有 了 更 深 的 认识 。Shaw 
等 人 [@] 对 此 进行 了 较为 深入 的 工作 并 补充 了 沙眼 衣原体 ( Chl1amzyalia zachozaatis ) 蛋 白 
质 组 :2D-SDS-PAGE 结合 串联 质谱 对 比 胞 外 传染 性 原生 体 (extracellular infectious ele- 
mentary body,EB) 和 胞 内 网 状 体 (intracellular reticulate body, RB) ,发现 一 个 全 新 的 
204bp 的 开放 阅读 框 ,编码 的 蛋白 质 7kDa reticulate body protein(Rbp-7) 无 其 他 种 属 的 同 
源 蛋 和 白 ,肺炎 衣原体 (Chexzydia przexzzoziae ) 中 也 未 找到 。 深 入 的 工作 显现 了 Rbp-7 的 
动态 表达 , 它 在 EB-RB 循环 中 产生 ,只 存在 于 胞 内 网 状 体内 并 迅速 降解 ,提示 其 潜在 的 致 
病 机 制 。 另 一 个 研究 小 组 91 用 35S 标记 的 沙眼 衣原体 蛋白 质 ,结合 2DE-MALDLTOF 对 
比 体外 Y 干扰 素 处 理 或 未 处 理 的 持续 感染 了 肺炎 衣原体 Hep-2 细胞 ,发现 体外 y 干扰 素 
处 理 后 肺炎 衣原体 的 一 些 病 原 体 蛋白 质 (如 Major Outer Memibrane Protein (MOMP )， 
Heat Shock Protein 60 (Hsp-60/GroEL ) ,Proteins With Functions In DNA Replication (Gy- 
IA) ,Transcription (了 RpoA, PnP) ,Translation (Rrf) ,Glycolysis (PgK,GlgP) ,Type III Se- 
cretion (SctN) ) 表 达 无 明显 的 上 升 ,提示 7 干扰 素 的 药物 作用 机 制 ,进一步 的 研究 将 围绕 
该 衣原体 生长 周期 中 y 干扰 素 的 作用 展开 。 

支原体 (Mycoplaszna ) 是 一 类 缺乏 细胞 壁 的 原核 细胞 型 微生物 , 它 既 不 同 于 细菌 ,也 
不 同 于 病毒 ,是 介 于 细菌 和 病毒 之 间 ,能 在 无 活 细 胞 的 人 工 培养 基 上 生长 繁殖 的 最 小 微 生 
物 。 支 原 体 的 种 类 繁多 ,造成 的 危害 非常 广泛 。 目 前 ,研究 较 多 的 是 肺炎 支原体 (My- 
coplas7za 思 rzex7zotiae ,MP) 和 生殖 器 支原体 (Moycoplasmzma genitaliuz ,MG)。Regula 等 
人 @] 应 用 不 同 的 pH 梯度 、 不 同 胶 浓 度 ,不 同 的 缓冲 液 系统 进行 1D 或 2D-SDS-PAGE， 
LCQ 或 MALDI 鉴 别 了 350 种 和 蛋白质, 对 比 原 于 DNA 序列 的 基因 产物 预测 ,350 种 蛋白 
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质 对 应 224 个 基因 ,初步 建立 了 肺炎 枝 原 体 蛋 白质 组 数据 库 ;Ueberle 等 人 !5] 则 在 此 基础 
上 ,将 差 速 离心 、. 阴 离子 或 阳离子 交换 层 析 、 肝 素 配 体 的 亲 和 层 析 固定 的 抗 生 蛋 白 链 菌 素 
分 离 生 物 素 结合 蛋白 质 等 新 方法 用 于 肺炎 梳 原 体 蛋 白质 组 数据 库 的 扩充 ,实现 了 从 224 
个 基因 产物 到 305 个 基因 产物 的 分 离 鉴 定 。 生 和 殖 器 梳 原 体 是 最 小 的 柔 膜 细菌 、 最 小 的 自 
养 型 单 细 胞 生物 ,基因 组 大 小 仅仅 为 $580kb, 只 有 480 种 基因 表达 产物 ,是 研究 自由 生活 
细胞 所 需 最 低 新 陈 代 谢 及 蛋白 质 组 学 研究 的 极 好 模型 。4 个 相互 重 堆 的 pH 梯度 进行 
SDSMPAGE ,发 现 427 种 和 蛋白质, 质谱 鉴定 了 其 中 158 种 。 指 数 生长 期 过 后 ,生殖 器 枝 原 
体 蛋 白 表 达 谱 的 变化 :DnaK,GroEL,DNA 回旋 酶 和 细胞 黏 连 附 属 蛋 白 高 表达 ,一 些 核糖 
体 蛋 白质 低 表 达 !59] ; 作为 补充 工作 ,Balasubramanianl57] 将 生殖 器 支原体 的 所 有 483 个 可 
读 框 分 类 ,研究 其 中 25 个 未 知 同 源 结构 及 功能 可 读 框 ,用 圆 二 色 性 (circular dichroism， 
CD) 等 方法 分 析 它 们 基因 产物 的 生物 物理 学 及 三 维 结构 的 特性 ,并 建立 了 生殖 器 支原体 “ 
的 蛋白 质 组 数据 库 :http:/[bioinfo. mbb. yale. eduygenomees 

20 世纪 90 年 代 , 随 着 氟 康 只 和 伊 曲 康 唑 两 价目 三 唑 类 通过 抑制 当 醇 生物 合成 的 抗 
真菌 药物 的 出 现 ,给 机 会 致 病 真菌 (如 二 态 的 白色 念珠 菌 ) 感 染 的 治疗 带 来 了 和 希望 ,但 随后 
念珠 菌 属 产生 了 许多 的 耐 药 菌株 。 新 近 研 究 发 现 , Echinocandin 类 化 合 物 是 一 类 杀 真 菌 
剂 ,通过 抑制 真菌 细胞 壁 的 -葡萄 糖 的 合成 而 起 作用 ,而 且 对 三 唑 类 真菌 药物 的 耐 药 菌 
株 起 作用 。 为 了 进一步 研究 这 两 类 抗 真菌 药物 , Bruneau 等 人 6] 对比 mulundocandin 、 氟 
康 只 和 伊 曲 康 唑 三 种 杀 真菌 药 处 理 所 产 生 的 白色 念珠 菌 2-DE 差异 蛋白 质 图 谱 后 认为 ， 
这 两 类 抗 真菌 药物 有 和 蛋 白质 组 水 平 共同 的 作用 机 制 。 最 近 ,Lilly 实验 室 的 Echinocandin 
及 Merck 公司 的 Pneumocandin 已 在 进行 I 期 和 I 工 期 的 临床 试验 。 

隶属 于 孢子 纲 Sporozose 号 形 虫 科 Toxoplasmatidae 的 刚 地 号 形 虫 或 称 鼠 号 形 虫 
(Tozoztplaszza goxrdii) ,其 主要 寄生 部 位 为 有 核 细胞 。Cohen 等 人 [570 以 对 数 生 长 期 的 鼠 马 
形 虫 为 研究 对 象 ,用 pH 4 一 7 和 pH6 一 11 可 分 离 到 1 000 余 种 多 肽 ,用 多 重 的 更 罕 的 pH 
梯度 胶 可 分 离 到 3 000 一 4 000 种 多 肽 ,再 用 鼠 号 形 虫 等 原生 动物 的 EST 数据 库 解 释 
MALDI 质谱 所 得 肽 质量 指纹 图 谱 的 可 行 性 与 可 靠 性 ,这 是 蛋白 质 组 技术 与 生物 信息 学 
技术 的 又 一 次 合作 。 


三) 病原 微生物 的 亚 蛋 日 质 组 学 


病原 微生物 的 某 些 蛋 白质 对 药物 和 疫苗 研究 有 着 重要 意义 ,包括 分 泌 蛋 白质 、 膜 蛋白 
质 和 与 人 体 免 疫 相 关 的 和 蛋白质, 等 等 ,因此 对 这 些 “ 亚 蛋白 质 组 ”的 研究 也 成 为 热点 。 例 
如 , 膜 蛋 白质 对 于 病原 微生物 研究 有 着 重要 意义 ,往往 是 致 病 机 制 中 重要 的 抗原 分 子 。 

Antelmann 等 人 对 枯草 芽孢 杆菌 的 细胞 壁 进行 了 蛋白质 组 水 平 上 的 研究 ,分 析 了 细 
胞 壁 上 蛋白质 的 稳定 性 ' 字 4] 。 此 外 ,在 疫苗 研究 中 ,也 有 对 致 病 微生物 的 膜 蛋白 质 进行 “ 血 
清 蛋白 质 组 分析 ,这 部 分 内 容 将 在 下 一 小 节 详细 55,5 介 绍 。 另 外 ,有 关 芽 孢 杆菌 BaciL- 
1us 沪 K-1 菌株 分 刻 蛋 白 的 蛋白 质 组 学 的 初步 研究 '5 :用 2-DE 和 N 端 测 序 法 鉴别 了 8 
种 分 刻 蛋 白 。 

革 兰 氏 阴 性 菌 空 肠 弯曲 杆菌 ( Caxzpyopacter jejuzi ) 感 染 称 为 弯曲 杆菌 病 ， 弯曲 杆菌 
在 胆管 中 生长 ,小 肠 上 端 微 需 氧 环境 适宜 本 菌 生存 和 繁殖 ,造成 空肠 回肠 和 大 肠 组 织 损 
伤 ,通过 肠 黏膜 侵入 血液 。 空 肠 弯 曲 菌 感染 的 患者 ,临床 表现 发 热 、 腹 海 . 呕吐 和 肌肉 痛 。 

9? 3 人 7， 





重症 病例 也 有 痢疾 样 血 、 黏 液 便 , 常 误诊 为 急性 溃疡 性 肠炎 。Young 等 人 ESILMSMMS 质 
谱 分 析 空 肠 弯 曲 杆菌 蛋白 质 PEB3 的 糖 基 化 修饰 :大 豆 植物 凝集 素 亲 和 层 析 、.2D-PAGE、 
链 霉 蛋白 酶 酶 解 . 凝 胶 过 滤 、MALDITOF-MS 和 nano-NMR 等 技术 联 用 ,鉴定 了 至 少 22 
种 N-linked glycan 糖 蛋白 并 分 析 聚 糖 结构 !48]。 

Graves 等 人 [6 用 和 蛋白质 组 学 方法 结合 亲 和 层 析 技 术 (多 种 唆 啉 类 药物 或 含 叮 叭 环 结 
构 的 类 似 物 挂 在 Sepharose 柱 上 观察 蛋白 质 复合 物 中 的 相互 作用 的 蛋白 质 ) 探 究 哮 啉 类 药 
物 [如 [ 抗 首 药 ] 羟 氯 唆 、 伯 毛 唆 的 ] 的 作用 靶 点 及 可 能 机 制 。 鼠 人 红细胞 蛋白 质 组 中 发 现 
ALDHI 醛 脱氧 酶 1 和 QR2 葵 柄 还 原 酶 2 两 种 唑 呆 结 合 蛋 白质 ,但 在 恶性 闪 原 虫 蛋 白质 
组 中 未 发 现 这 两 种 蛋白 质 。 

Rout 和 Field[70 提 纯 锥 虫 属 Trypazosomza pracei 的 细胞 核 ( 包 括 亚 核 组 分 ) ,应 用 电 
泳 `. 电 镜 、 免 疫 印 迹 、 免 疫 电子 显微镜 等 技术 ,发现 并 证 明 一 种 新 的 核 纤 层 蛋白 NUP-1 ,在 
bloodstream 和 procyclic stages 差别 表达 。 锥 虫 外 壳 蛋 白质 包括 了 多 种 亚 型 的 脂 质 体 - 锚 
蛋白 和 糖 蛋白 等 。 最 近 免 疫 化 学 .生物 化 学 质谱 测量 法 等 多 学 科技 术 综 合 应 用 ,得 到 了 
锥 虫 外 壳 蛋 白质 的 更 多 信息 ,也 可 以 用 来 解释 带菌 者 采 采 蝇 与 寄生 虫 非洲 锥 虫 之 间 动 态 
的 相互 作用 [7 。 


《四 ) 研究 宿主 和 微生物 的 相互 天 系 ,寻找 新 型 疫苗 的 轩 分 子 


长 期 以 来 ,微生物 引起 的 疾病 一 直 严 重 威胁 着 人 类 健康 ,研究 宿主 和 各 种 病原 微生物 
的 相互 关系 ,宿主 对 病原 体 的 初级 应 答 反应 、 体 液 免疫 反应 、 细 胞 免疫 反应 ,是 发 现 新 的 病 
原 物 抗原 类 物质 、 构 建新 疫苗 和 筛选 新 药物 的 重要 手段 。 

疫苗 是 人 类 用 于 治疗 微生物 感染 类 疾病 的 有 效 方法 ,但 是 疫苗 的 获得 是 非常 困难 的 ， 
常常 需要 使 用 灭 活 的 病原 体 或 者 其 他 危险 的 抗原 。 以 上 这 些 物 质 对 于 人 体 是 很 危险 的 ， 
现在 蛋白 质 组 学 技术 等 后 基因 组 技术 的 出 现 为 更 加 理性 的 设计 疫苗 提供 了 可 能 。 以 双向 
凝 胶 电 泳 、 生 物质 谱 \、 生 物 信息 学 ,加 上 免疫 学 的 技术 ( 即 所 谓 “* 血 清 蛋 白质 组 分 析 " 一 一 
SERPA)L56] 为 代表 的 几 大 技术 对 于 推动 蛋白 质 组 学 在 疫苗 学 研究 中 的 应 用 起 到 了 关键 作 
用 。 其 中 ,SERPA 技术 已 经 应 用 到 了 多 项 疫苗 研究 中 , 其 中 不 乏 成 功 的 例子 5?457-5]。 
疫苗 学 的 发 展 显然 是 病原 微生物 蛋白 质 组 学 的 热点 之 一 ,有 多 个 领域 的 工作 在 此 交汇 ， 
cDNA 文库 技术 重组 DNA 技术 和 基因 、 和 蛋白 质 芯片 技术 加 上 蛋白质 组 技术 一 起 开展 工 
作 。 在 这 里 已 经 形成 “免疫 组 (immunome)[@] ,并 将 进一步 发 展 ,也 许 不 久 免疫 组 的 各 项 
技术 将 成 为 免疫 学 的 常规 技术 ,为 理性 地 设计 疫苗 分 子 提供 思路 。 甚 至 通过 对 多 种 致 病 
微生物 的 免疫 组 研究 ,可 能 会 发 现 它 们 的 共同 点 ,就 是 说 可 能 就 此 发 现 对 多 种 微生物 感染 
有 效 的 疫苗 。 同 样 ,这 些 概念 在 癌症 的 疫苗 研究 中 也 正 发 挥 着 重要 的 作用 ,对 各 种 癌症 的 
免疫 组 研究 正在 进行 。 这 些 工 作 中 ,关于 致 病 微生物 的 研究 是 令 人 关注 的 ,下 面 以 金黄 色 
葡萄 球菌 .幽门 螺杆 菌 和 包 柔 疏 螺旋 体 为 例 介 绍 作 一 简介 。 

金黄 色 葡 萄 球菌 ( Stepjpylococcus azxrexs ) 是 葡萄 球菌 中 的 一 种 ， 也 是 最 危险 的 种 。 
大 约 173 的 人 会 在 不 知 不 觉 中 感染 金黄 色 葡 萄 球菌 ,但 是 在 医疗 过 程 中 ,有 可 能 在 外 科 手 
术 和 脓肿 等 情况 时 ,感染 这 种 微生物 ,形成 菌 血 症 、 腔 血 症 , 心 内 膜 炎 和 肺炎 等 ,造成 严重 
后 果 , 危 及 人 的 生命 。 更 严重 的 是 ,一 些 耐 药性 金黄 色 葡 萄 球菌 已 经 出 现 ,其 中 的 一 种 甚 
至 连 万 古 霉 素 都 无 效 [6]。Vytvytska 等 人 对 耐 药性 金黄 色 葡 萄 球菌 进行 了 血清 学 蛋白 质 
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组 分 析 !5541 ,发 现 了 几 种 高 度 血 清 敏 感性 的 抗原 ,它们 可 能 作为 疫苗 的 候选 抗原 分 子 。 更 
早 的 血清 学 蛋白 质 组 学 分 析 (SERPA) 思 路 来 源 于 Klade 等 人 的 肿瘤 免疫 学 工作 , 这 个 思 
路 运用 到 微生物 研究 中 时 ,结合 了 血清 学 、 双 向 凝 胶 电 泳 技术 免疫 印 迹 法 和 胶 内 酶 解 蛋 
白质 质谱 鉴定 技术 。Vytvytska 等 人 的 工作 分 为 三 个 部 分 ,基本 上 反映 了 血清 学 蛋白 质 组 
学 分 析 (SERPA) 的 思路 。 第 一 部 分 是 高 滴 度 人 血清 的 获得 ,这 一 部 分 工作 是 免疫 学 的 内 
容 , 作 者 将 所 有 的 血清 样品 分 成 健康 人 、 被 感染 者 和 作为 对 照 组 的 婴儿 ,使 用 ELISA 技术 
测定 各 样品 对 金黄 色 葡 萄 球菌 抽 提 物 和 重组 的 细菌 表面 分 子 的 IgG 反应 水 平 , 从 中 挑选 
了 免疫 反应 最 强 的 样品 用 于 下 一 步 的 工作 。 第 二 部 分 是 优化 细菌 生长 条 件 ,表达 尽 可 能 
多 的 抗原 分 子 。 第 三 步 是 细菌 膜 蛋 白质 的 制备 ,双向 凝 胶 电 泳 ,然后 使 用 高 免疫 反应 的 血 
清 样 本 做 免疫 印迹 ,找到 与 血清 中 抗体 结合 的 蛋白 质点 ,最 后 将 平行 操作 的 制备 级 双向 凝 
胶 电泳 胶 上 相应 的 点 切 下 做 鉴定 。 用 这 种 方法 找到 的 抗原 不 仅仅 可 以 作为 疫苗 的 目标 分 
子 , 还 可 能 为 新 药 的 研制 提供 信息 (比如 ,有 些 抗原 分 子 只 在 耐 药 菌株 中 出 现 )。 

另 一 项 出 色 的 工作 是 针对 幽门 螺杆 菌 的 研究 !51。 这 项 工作 所 用 的 技术 与 上 述 相似 ， 
研究 总 共 发 现 并 鉴定 了 32 个 与 阳性 血清 特异 性 结合 的 蛋白 质点 ,其 中 9 个 是 新 报道 的 蛋 
白质 ,其 余 也 被 其 他 研究 成 果 所 验证 。 在 这 9 个 蛋白 质 中 有 3 个 和 阳性 血清 高 度 特异 性 
结合 ,被 认为 是 很 有 希望 的 疫苗 候选 分 子 ,进一步 的 工作 已 经 展开 ,其 他 的 阳性 蛋白 质 也 
可 能 成 为 临床 诊断 标记 分 子 。 

莱 姆 病 (Lyme disease) 病 原 为 包 柔 玻 螺旋 体 ,由 蝗 传 播 , 症 状 有 发 热 . 头 痛 、 慢 性 移行 
性 红斑 ,可 表现 为 关节 炎 脑膜 炎 ,神经 炎 , 兰 髓 炎 和 心肌 炎 等 。 这 一 下 螺 旋 体 属 至 少 包括 
了 5 种 不 同 致 病 性 的 菌株 。 奥 地 利 Jungblut 等 人 选取 了 B. garzzii BITS 菌株 为 研究 对 象 ， 
应 用 2-DE-MALDIMS 对 比 它 在 杂交 了 较 早 (红斑 迁徙 期 ) 和 较 晚 (出 现 关节 炎 、 肢 皮炎 等 
症状 ) 临 床 时 期 的 病人 血清 的 差别 蛋白 质 组 ,鉴定 了 包括 疾病 时 期 特异 性 蛋白 质 在 内 的 
20 种 抗原 类 物质 [4 ,这 些 抗原 均 是 潜在 的 可 用 于 特异 性 诊断 的 标志 物 。 

Chakravarti 等 人 15 也 为 研究 者 们 提供 了 一 个 联合 基因 组 学 .转录 组 学 蛋白 质 组 学 
和 生物 信息 学 ,用 三 种 不 同 的 路 线 寻找 疫苗 候选 者 的 方案 (图 23.1) ,应 用 这 一 方案 的 研 
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图 23.1 疫苗 候选 者 的 方案 
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究 工 作 有 :生物 信息 学 预测 流感 嗜 血 菌 Rd 基因 组 中 一 个 潜在 的 疫苗 候选 者 一 一 外 膜 脂 
蛋白 P6; 分 别 用 1-DE-PAGE-N - 端 测 序 寻 找 与 单 抗 相 互 作 用 的 和 蛋白质 和 2-DE-MS 的 两 
条 路 线 筛选 幽门 螺杆 菌 潜在 的 疫苗 候选 者 。 


加 《改革 # 翰 


以 上 简单 列举 了 微生物 蛋白 质 组 学 在 模式 微生物 和 病原 微生物 两 大 方面 的 研究 成 
果 , 这 两 方面 是 蛋白 质 组 学 在 微生物 中 应 用 的 重点 。 

如 今 , 各 种 综合 的 或 是 专门 的 收录 微生物 蛋白 质 组 的 数据 库 日 益 完 善 。 例 如 :为 欧洲 
细菌 蛋白 质 组 计划 (European bacteria proteome project,EBP) 而 建立 的 http:/Awww. mpi- 
ibberlin. mpg. deX2D-PAGE 数据 库 ; 欧 洲 致 病 ( 菌 ) 微 生物 数据 库 (http:/Avww. mpiib- 
berlin. mpg. de/2D-PAGE)2002 年 1 月 建 库 , 收 录 的 第 一 批 数据 包括 结核 分 枝 杆菌 ( My- 
COpacteriz71a taupercalosis )、 幽 门 螺 杆菌 (Beiicopacter pwor )、 包 和 柔 下 螺 旋 体 (Borrelia 
5a7rizii ), 土 拉 热 弗朗西斯 菌 ( Fanciselia tulaxrezsis) 肺 炎 衣 原 体 (Chiamzyclia Pozaex77zoz2i- 
ae ) 和 肺炎 枝 原 体 (Mycoplasmza pzexzzoxziae ) 等 重要 病原 微生物 的 2D-PAGE 图 谱 ;瑞士 生 
物 信息 学 学 院 的 ExPASy (Expert protein analysis system, http://us. expasy. org); 恶性 并 
原虫 的 PlasmoDB(http://PlasmoDB.org) ;大肠 杆 菌 基 因 - 蛋 白 质数 据 库 ECO2DBASE。 

近年 来 ,WHO 越 来 越 重视 感染 性 疾病 对 人 类 健康 的 影响 ,各 国政 府 也 适时 加 大 了 资 
金 投 入 并 加 强 了 病原 微生物 蛋白 质 组 学 的 跨国 跨 地 区 的 协作 。 国 际 协作 的 一 个 成 功 范例 
是 ,由 美国 国立 卫生 研究 院 的 主席 Harold Varmus 于 1997 年 倡议 并 实施 的 恶性 闪 原 虫 蛋 
白质 组 学 的 研究 ,他 们 还 将 以 每 年 工 亿美 元 的 投资 继续 后 期 更 为 艰难 且 更 具 挑 战 性 的 功 
能 蛋白 质 组 方面 的 研究 工作 。 

当然 ,模式 微生物 和 病原 微生物 这 两 大 方面 并 不 能 涵盖 这 一 领域 的 所 有 研究 内 容 , 同 
时 这 两 方面 还 有 很 大 的 发 展 空间 ,比如 ,原核 细胞 型 的 放 线 菌 aciizomzycetes、 立 克 次 氏 体 
属 (RicRettsia ) 的 蛋 白 质 组 学 研究 工作 尚未 起 步 , 植 物 致 病菌 .食品 微生物 、 极 端 微生物 的 
蛋白 质 组 学 研究 刚刚 开展 。 相 信和 随 着 更 新 的 蛋白 质 组 学 技术 设备 的 发 展 , 更 密切 的 国际 
协作 的 进行 ,微生物 蛋白 质 组 学 的 研究 将 逐步 走向 深入 。 


第 二 节 ， 蛋 白质 组 学 在 肿瘤 研究 中 的 应 用 


随 着 人 类 基因 组 计划 的 完成 ,分 子 医学 的 研究 内 容 正 从 基因 组 转向 蛋白 质 组。 在 瘤 
证 研究 中 ,一 个 关键 性 的 问题 是 如 何 将 蛋白 质 组 技术 用 于 基础 和 临床 研究 。 在 后 基因 组 
时 代 , 蛋 白质 组 技术 可 以 用 来 发 现 肿瘤 早期 检测 和 诊断 的 分 子 标记 ,药物 作用 的 靶 分 子 和 
评估 临床 医疗 的 效果 。 本 节 将 对 蛋白 质 组 技术 及 其 在 不 同 肿瘤 研究 中 的 应 用 加 以 总 结 概 
括 。 

肿瘤 是 威胁 人 类 健康 的 重大 疾病 , 它 的 发 生 和 发 展 是 一 个 多 步 又、 多 因子 控制 的 复杂 
过 程 。 在 环境 和 遗传 等 多 方面 的 因素 作用 下 ,细胞 内 的 原 癌 基因 被 激活 和 抑 癌 基 因 功 能 
的 丧失 ,细胞 的 正常 生长 和 凋 亡 失去 控制 ,而 发 生 肿 瘤 ;同时 , 随 着 肿瘤 的 恶性 程度 的 增 
加 ,基因 突变 的 进一步 积累 , 瘤 细 胞 开始 向 周围 组 织 人 侵 并 穿 透 基质 进入 血液 或 淋巴 循环 
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系统 ,在 远 处 其 他 的 组 织 器 官 中 定居 和 生长 ,发 生 转 移 。 对 于 临床 的 肿瘤 学 家 来 说 ,最 人 迫 
切 想 知 道 的 两 个 问题 有 两 个 。 中 肿瘤 的 诊断 。 肿 瘤 的 早期 诊断 是 一 个 非常 重要 的 问题 ， 
肿瘤 诊断 得 越 早 意味 着 临床 的 医疗 措施 会 更 有 效 。 复 旦 大 学 中 山 医 院 肝 癌 研 究 所 汤 钊 座 
提出 的 小 肝癌 的 概念 就 是 一 例 !” 1] 。 除 了 早期 诊断 之 外 ,目前 临床 上 肿瘤 的 分 级 归 类 主要 
还 是 靠 形态 学 观察 ,分 子 水 平 的 鉴定 目标 不 多 ,其 手段 也 比较 缺乏 。@ 肿 瘤 的 治疗 。 目 前 
临床 上 对 很 多 肿瘤 最 有 效 的 治疗 措施 是 手术 切除 ,有 效 的 肿瘤 药物 并 不 多 ,特异 性 的 药物 
更 少 ,原因 是 药物 作用 的 靶 分 子 很 有 限 , 某 些 肿瘤 目前 还 没有 很 好 的 药物 来 治疗 。 因 此 ， 
发 现 新 的 药物 作用 靶 分 子 , 从 而 开发 出 临床 上 行 之 有 效 的 肿瘤 药物 也 是 散 待 解决 的 问题 
本 二 

生物 技术 的 发 展 使 人 们 对 解决 以 上 问题 充满 信心 。 随 着 2001 年 人 类 基因 组 全 序列 
的 完成 和 发 表 !751 ,21 世纪 分 子 医 学 的 研究 也 已 从 基因 组 时 代 进 入 功能 基因 组 时 代 , 大 量 
基因 组 序列 信息 的 获得 使 人 们 的 注意 力 正 集中 到 探索 诸如 细胞 生长 分 化 ` 调 亡 和 癌症 发 
生 等 各 种 生命 过 程 中 基因 组 的 功能 。 在 基因 组 水 平 上 分 析 不 同 条 件 下 基因 的 表达 , 如 基 
因 表 达 的 系列 分 析 (serial analysis of gene expressionySAGE)L[766 和 DNA 微 阵 .芯片 (DNA 
microarray， chip)[77,78] 等 ,是 基因 组 功能 研究 的 重要 方面 。 然 而 ,多 数 情 况 下 mRNA 水 平 
与 其 被 翻译 的 蛋白 质 之 间 并 不 存在 较 好 的 相关 性 !1。 基 因 组 全 序列 的 获得 对 蛋 自 质 组 
的 研究 起 了 必 不 可 少 的 推波助澜 的 作用 ,但 蛋白 质 组 又 是 一 门 相对 独立 的 学 科 。 它 主要 
是 在 细胞 整体 水 平 上 研究 蛋白 质 的 属性 (表达 水 平 、 翻 译 后 修饰 .相互 作用 等 ) ,并 由 此 在 
蛋白 质 水 平 上 获得 对 疾病 过 程 、 细 胞 生理 生化 过 程 和 调控 网 络 的 广泛 而 完整 的 认识 , 它 是 
功能 基因 组 研究 的 重要 方面 。 “和 蛋白质 是 理解 细胞 功能 和 疾病 过 程 的 核心 ,没有 蛋白质 组 
学 的 配合 和 努力 ,就 不 能 完全 实现 基因 组 学 的 成 果 。”[80] 

目前 蛋白 质 组 学 技术 在 肿瘤 研究 中 已 经 得 到 越 来 越 多 的 应 用 ,并 被 认为 是 跨越 基因 
组 与 临床 应 用 之 间 鸿 沟 的 桥梁 。 技 术 在 蛋白 质 组 学 研究 中 扮演 着 至 关 重 要 的 角色 ,蛋白 
质 组 学 的 发 展 直接 受 技术 的 推动 和 限制 。 从 技术 和 研究 目的 角度 ,肿瘤 蛋白 质 组 学 可 分 
为 表达 有 蛋 白质 组 学 和 功能 蛋白 质 组 学 两 大 类 。 

在 表达 蛋白 质 组 学 研究 中 ,通过 特定 肿瘤 组 织 、 体 液 或 血清 中 的 蛋白 质 的 表达 不 同 ， 
可 以 识别 肿瘤 发 生 的 分 子 标记 , 这 一 点 在 肿瘤 的 早期 诊断 和 临床 治疗 方面 非常 重要 。 表 
达 有 蛋白质 组 学 所 使 用 的 技术 手段 主要 是 双向 凝 胶 电 泳 (2-DE)、 多 维 蛋 白质 鉴定 技术 
(MudPIT) 和 质谱 (MS) ,以 及 表面 增强 的 激光 解析 离子 化 -飞行 时 间 - 质 谱 (SELDITOF- 
MS) ,特殊 的 新 方法 还 包括 将 组 织 切片 直接 做 基质 辅助 激光 解析 离子 化 -飞行 时 间 - 质 谱 
(MALDLTOF-MS) , 称 为 成 像 质谱 (imaging MS)L81 。 

功能 蛋白 质 组 学 主要 分 析 和 蛋白 质 -和 蛋白质 或 蛋白 质 - DNAMRNA 的 相互 作用 和 蛋白 
质 的 翻译 后 修饰 。 它 对 于 研究 细胞 信和 号 转 导 通 路 中 和 蛋白质 复 合 物 的 组 成 ,以 及 这 些 复合 
物 中 组 成 蛋白 质 是 如 何 相互 作用 并 影响 细胞 内 外 信和 号 会 有 所 帮助 。 功 能 蛋白 质 组 学 的 研 
究 将 会 增加 我 们 对 瘤 细胞 的 生物 形成 过 程 的 了 解 ,并 对 开发 新 的 肿瘤 药物 产生 重要 影响 ， 
引导 我 们 发 现 基 于 蛋白 质 的 肿瘤 特异 性 靶 分 子 。 它 所 使 用 的 技术 手段 主要 是 免疫 沉淀 法 
(IP) 和 MS, 以 及 蛋 白 质 芯 片 和 酵母 双 杂 交 。 

蛋白 质 组 学 技术 的 比较 以 及 它们 在 生物 分 子 标记 发 现 和 肿瘤 早期 检测 中 的 应 用 见 表 
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表 23.1 蛋白 质 组 学 技术 的 比较 以 及 它们 在 生物 分 子 标记 发 现 和 肿瘤 早期 检测 中 的 应 用 


项 目 


灵敏 度 


生物 分 子 
标记 的 直 
接 鉴定 
用 途 


通 量 
优 缺 点 


酶 联 免疫 吸附 法 
(ELISA) 


最 高 


检测 在 体液 和 组 织 
中 单个 已 知 的 分 析 
物 ;临床 分 析 的 金 
标准 

中 


可 机 械 化 ;临床 分 
析 中 广泛 使 用 ; 需 
要 有 广泛 有 效 性 的 
抗体 来 检测 和 确认 
效果 ; 与 直接 发 现 
不 能 互补 ( 受 检测 
方法 的 限制 ) 


双向 凝 胶 电 沪 


总 体 较 低 , 尤 其 是 
低 丰 度 蛋 白 ; 受 检 
测 方法 限制 ;LCM 
可 以 增加 特异 性 


是 


可 用 于 生物 分 子 标 
记 的 发 现 , 但 不 是 
早期 检测 的 直接 方 
法 


低 


在 临床 应 用 之 前 必 
须 对 所 有 鉴定 结果 
进行 测试 和 确认 ， 
已 被 使 用 且 证 明 是 
有 效 的 方法 。 重 复 
性 好 , 和 荧光 染料 
结合 可 提高 定量 能 
力 


多 维 蛋白 分 析 技 术 
(MudPIT) 


高 


是 


可 以 检测 和 鉴定 潜 
在 的 生物 分 子 标记 


很 低 

与 双向 凝 胶 电泳 相 
比 有 更 高 的 灵敏 
度 , 对 于 生物 分 子 
标记 的 鉴定 有 更 高 
的 覆盖 率 


蛋白 质 组 图 谱 诊断 


中 等 ,对 于 高 分 子 
质量 蛋白 灵敏 度 会 
降低 ; 新 的 质谱 仪 
将 提高 灵敏 度 


否 , 新 的 MS 仪器 
可 以 


体液 和 组 织 中 诊断 
图 谱 分 析 ; 潜在 生 
物 分 子 标 记 的 鉴定 


最 高 


蛋白 质 的 名 称 对 于 
诊断 图 谱 分 析 来 说 
不 是 必需 的 ;需要 
解决 重复 性 和 有 效 
性 的 问题 ; 若 与 生 
物 信息 学 手段 结合 
也 许可 以 为 临床 化 
学 领域 带 来 变革 


蛋白 质 微 阵 列 


(protein array) 


中 /高 


和 MS 联 用 时 可 以 


同时 对 多 个 分 析 物 
的 分 析 


高 


方法 灵活 :可 以 在 
一 个 样品 里 分 析 多 
个 分 析 物 或 者 在 许 
多 样品 里 分 析 单 个 
分 析 物 ; 需要 事先 
了 解 被 测 分 析 物 ， 
受 限 于 抗体 的 特异 
性 和 灵敏 度 ; 需要 
使 用 放大 标签 检测 
系统 


蛋白 质 组 学 研究 现 已 在 多 种 人 类 肿瘤 组 织 或 细胞 系 ( 如 肾 瘤 、. 前 列 腺 瘤 、. 卵 巢 瘤 、 上 肺癌 
以 及 肝癌 等 ) 中 开展 ,并 取得 了 一 定 的 成 果 。 目 前 该 领域 主要 集中 于 发 现 新 的 肿瘤 分 子 标 
记 以 及 对 肿瘤 发 生 学 的 研究 。 
为 便于 分 析 , 以 下 将 蛋白 质 组 技术 在 各 个 不 同 肿 瘤 研究 中 的 应 用 加 以 归 类 , 见 表 
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乳腺 癌 


(breast cancer) 


蛋白 质 组 方法 区 | 缩 乳 术 后 得 到 的 
分 两 种 正常 的 乳 | 正常 的 乳腺 腔 细 
胞 (luminal) 和 肌 
上 皮 细 胞 (my- 


腺 细胞 


研究 对 象 和 目的 


妇科 肿瘤 
(gyneocologic 
malignacies ) 


表 23.2 






oepithelial) 


蛋白 质 组 技术 在 各 个 不 同 肿瘤 研究 中 的 应 用 


2-DE: 找 到 大 约 170 个 蛋白 质 丰 度 变 化 在 2 倍 以 上 ; MALDTL 
TOFMS: 33 个 蛋白 质 在 乳腺 腔 细 胞 上 调 ,18 个 蛋白 质 在 肌 上 皮 细 
胞 中 上 调 ; 另外 134 个 蛋白 质 无 显著 差异 











[82] 













0 


研究 对 象 和 目的 
a 炳 醇化 酶 


与 MLK2 的 
SH3 结构 域 相 结 
合 的 蛋白 质 


与 乳腺 肿瘤 恶性 
生长 相关 的 蛋 上 白 
质 


与 乳腺 肿瘤 恶性 
生长 相关 的 蛋白 
质 


鉴定 BclIXL 以 及 
和 它 相 关 的 蛋白 
质 
伴侣 分 子 14-3- 
3a 


a- 微 管 蛋 白 同 
种 型 


在 血清 中 寻找 与 
乳腺 瘤 相 关 的 和 蛋 
白质 

卵巢 总 

(ovarian cancer) 
与 肿瘤 恶性 生长 
相关 的 蛋白 质 


肿瘤 发 生 的 分 子 
标记 


泌尿 科 肿 瘤 
(genitourinary 
malignacies) 

肾 癌 (renal carci- 


nomay) 


a 干 扰 素 和 白 介 
素 4 刺激 下 的 则 
瘤 细胞 生长 变化 


膀胱 瘤 


(bladder cancer) 


. 524 . 


人 乳腺 癌 细 胞 系 
MDA-MB231 


人 和 乳腺 癌 细 胞 系 
MDA-MB231 


永生 化 的 正常 乳 
腺 细胞 株 MCF- 
10A 和 两 种 相应 
的 癌变 株 MCF- 
10 Cala 和 Gald 
正常 组 织 、 恶 性 
肿瘤 组 织 和 良性 
肿瘤 组 织 

人 胚胎 绷 细胞 系 
293T 


乳腺 癌 细 胞 系 
MCF-7 和 MDA- 
MB-231, 乳 腺 癌 
组 织 和 正常 乳腺 
上 皮 细 胞 

乳腺 癌 MDA- 
MB-231 细胞 系 


正常 人 乳腺 瘤 
患者 和 良性 乳腺 
疾病 患者 


正常 卵巢 组 织 和 
卵巢 癌 组 织 


正常 人 血清 和 卵 
巢 瘤 患者 血清 


人 肾 瘤 细胞 系 
ACHN 


2-DE,HPLC,MALDLTOF MS 线 性 模式 ; 用 PSD mode 和 LC7XESE 
ITMS 测序 ,后 者 所 得 数据 较 好 ; 找到 2 种 新 的 共 电 泳 的 变异 体 : 乙 
酰 化 修饰 的 Asn-153Asp 和 lle-1$2Asp/Asn-1S3lle 


从 细胞 裂解 液 中 以 GST-MLK2N-GSH-Sepharose beads 作为 亲 和 配 


体 分 离 蛋 白质 ,蛋白 质 洗 脱 后 经 电泳 和 胶 内 酶 解 ,用 LCVESI-MS/ 
MS 鉴定 出 HMG1 


HPLC、I-DE 电 印 迹 和 MALDI-TOF MS 发 现 p53 的 突变 体 ,c-src,c- 
myc 和 H-ras 在 癌变 细胞 株 中 表达 量 升 高 


2-DE 和 MS, 在 恶性 肿瘤 中 鉴定 到 7 个 蛋白 质 的 表达 量 有 2 一 7 倍 的 
升 高 ; 良性 肿瘤 中 鉴定 了 5 种 蛋白 质 ,其 中 DJ-1IA 只 在 乳腺 纤维 腺 
瘤 组 织 中 表达 


将 BclIXL 的 质粒 在 细胞 中 表达 ,经 免疫 沉淀 ,用 LCMESI-MSVZMS 和 
SEQUEST 鉴定 到 的 蛋白 质 包 括 人 有 蛋白质 CLARP、 一 种 蛋白 质 激 
酶 一 种 磷酸 酶 等 


2-DE 和 MALDITOF MS 检测 各 种 14-3-3 蛋白 质 ; 定量 研究 显示 仅 
14-3-33a 在 癌 细 胞 中 表达 量 下 调 至 原来 的 1Z10 


2-DE 和 MALDI-TOF MS( 负 离子 模式 )、ESI-ITMS 进行 分 析 ,根据 
CID 及 PSD 碎片 图 搜索 不 同 的 数据 库 . 找到 一 种 以 前 未 知 的 同 种 
型 并 进行 测序 


用 SELDI-TOFMS 发 现 一 个 28.3x103Da 的 蛋白 质 在 所 有 晚期 已 转 
移 的 肿瘤 中 表达 ,而 在 其 他 各 期 肿瘤 中 少 部 分 表达 ,在 正常 对 照 组 和 
良性 肿瘤 中 基本 不 表达 


2-DE.MALDI-TOFMS 和 ESI-ITMS ,发 现 7 个 蛋白 质 在 癌 组 织 中 上 
调 , 其 中 5 个 只 在 瘤 组 织 中 表达 


SELDI-TOF MS 和 生物 信息 软件 ,通过 对 50 组 正常 对 照 和 肿瘤 患者 
的 SELDI-TOF MS 结果 分 析 ,训练 过 的 软件 能 鉴定 出 全 部 50 例 卵 
梨 癌 患 者 ,63/66 例 的 非 卵 巢 癌 患者 ,灵敏 度 达 100% , 专 一 性 达 
95% ,阳性 预测 值 为 94% 


2-DE Edman 降解 法 测序 和 MALDILTOF MS with PSD, 检 测 到 几 个 
组 成 型 蛋白 质 , 在 细胞 因子 "于 扰 素 和 白细胞 介 素 4 刺激 下 , 原 肌 球 
蛋白 ,HSP27,Mn SOD,GST ,蛋白 激酶 C 抑制 剂 等 5 种 蛋白 质 表达 
有 不 同 程度 上 调 
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研究 对 象 和 目的 


建立 膀胱 癌 患 者 
尿 液 中 的 蛋白 质 
数据 库 


建立 在 变 移 性 细 
胞 癌 (TCC) 和 鳞 
状 细胞 瘤 (SCC) 
中 上 调和 下 调 的 
角 蛋 白质 数据 库 
建立 一 个 诊断 过 
渡 性 细胞 瘤 的 试 
验 


前 列 腺 瘤 
(prostate 
cancer) 


寻找 前 列 腺 癌 的 
分 子 标 记 
寻找 前 列 腺 瘤 的 
分 子 标记 


雄 激素 处 理 对 前 
列 腺 癌 细 胞 的 影 
响 

胃 肠 道 肿 瘤 
(gastrointestinal 
malignancies) 
食道 癌 
(esophageal can- 


cer) 


寻找 与 恶性 肿瘤 
生长 相关 的 蛋白 
质 


结肠 瘤 


(colon cancer) 


LCM 与 标准 切 
片 技术 相 结合 
效用 ,寻找 肿瘤 
恶性 生长 相关 的 
蛋白 质 
建立 人 结肠 瘤 细 
胞 膜 蛋 白质 数据 
库 


约 50 例 正常 人 
和 膀胱 况 患 者 的 
尿 样 


变 移 性 细胞 瘤 
(95% 在 西方 国 
家 ), 鳞 状 细胞 痪 
(80% 在 非洲 和 
中 东 ) 


共 94 例 正 常人 、 
变 移 性 细胞 况 的 
膀胱 癌 患 者 和 其 
他 泌尿 生殖 病 串 
者 的 尿 样 


正常 前 列 腺 组 织 
和 前 列 腺 瘤 组 织 


正常 前 列 腺 组 
织 、 恶 性 前 的 前 
列 腺 上 皮 细 胞 瘤 
(premalignant 
Piostatic intraep- 
ithelial neoplasia， 
PIN) 和 具有 侵 
黎 力 的 前 列 腺 瘤 
组 织 

雄 激 素 饥 俄 和 刺 
激 的 前 列 腺 癌 细 
胞 系 MI2AR 





正常 鳞片 状 上 皮 
细胞 及 相应 的 二 
期 肿瘤 细胞 


正常 结肠 上 皮 细 
胞 和 肿瘤 细胞 


人 结肠 瘤 细 胞 系 
LMI1215 


续 表 


样品 透析 冻 干 ,2-DE\ 微 量 测 序 和 MALDI-TOFMGS 鉴定 找到 有 表达 | [93] 
差异 的 蛋白 质 包 括 psoriasin, psoriasis-associated acid-binding protein， 


gelsolin ,prostaglandin D; synthetase 


[94 ,95] 


2-DE 微量 测序 和 MALDI-TOFMS 鉴定 和 免疫 组 化 分 析 


SELDI-TOFMS (使 用 强 阴离子 交换 芯片 ) 找到 5 个 蛋白 质 和 5 个 | [96] 
蛋白 质 复 偏好 在 变 移 性 细胞 癌 细 胞 中 表达 ;使 用 不 同 组 合 的 这 5 种 


蛋白 质 和 蛋白 质 簇 ,可 以 高 灵敏 度 地 检测 到 早期 的 变 移 性 细胞 瘤 


LCM,SELDITOFMS 检测 PSMA 和 几 个 10 x 103Da 以 下 的 蛋白 质 | [97] 


只 在 瘤 细胞 中 表达 ,33 436Da 的 蛋白 质 在 瘤 组 织 中 表达 量 上 调 


LCM,SELDI-TOFMS 发 现 两 个 约 28 和 32 x 103Da 的 蛋白 质 在 正常 
和 癌 组 织 中 有 差异 表达 ,在 PIN 细胞 里 它们 的 表达 呈 过 渡 态 


[98] 


2-DE,ESLMSMMS 和 SEQUEST 数据 库 搜索 鉴定 出 雄 激素 诱导 表达 | [99] 
的 一 种 蛋白 质 human nucleoside diphosphate kinase A (NDKA) ,可 抑 


制 肿瘤 转移 


LCM,2-DE,ESIITMS 找到 7 个 蛋白 质 仅 在 正常 细胞 中 表达 ,10 个 【99,100] 
蛋白 质 在 肿瘤 细胞 中 有 显著 差异 ,两 个 鉴定 出 为 cytokeratinl 和 an- 
nexin TI;LCM,SELDI-TOFMS 比较 正常 细胞 和 肿瘤 组 织 , 找 到 2 个 


蛋白 质 在 肿瘤 中 表达 量 上 调 


LCM 与 2-DE,MALDI-TOF 联合 应 用 ,不 染色 ,可 相对 减少 非 上 皮 的 | [101j 
污染 蛋白 (如 血红 蛋白 ) ,同时 增加 细胞 内 上 皮 结 构 蛋 白 如 胞 浆 角 和 蛋 


白 的 显示 


[102j 


SDS-PAGE,HPLC 和 ESI-ITMS .鉴定 了 92 个 膜 蛋 白 . 使 用 "target 
ion” 技 术 可 鉴定 到 低 丰 度 蛋 白质 ,如 A33 抗原 


* 各 $、 


研究 对 象 和 目的 


正常 和 冶 变 的 结 
肠 黏 膜 细 胞 的 比 
较 , 寻 找 与 肿瘤 
恶性 生长 相关 的 
蛋白 质 


由 APC 和 p53 
突变 引起 的 结肠 
上 皮 细 胞 的 
crypts and 息 肉 
的 蛋白 质变 化 


与 息肉 形成 相关 
的 蛋白 质 


与 细胞 化 学 抗 性 
相关 的 表达 下 调 
的 蛋白 质 


用 SELDLTOF 
MS 在 血清 寻找 
肿瘤 分 子 标记 


肝癌 


(liver cancer) 


肝癌 细胞 系 的 蛋 
白质 组 数据 库 


与 肝癌 恶性 生长 
相关 的 蛋白 质 


胰腺 瘤 

( pancreatic can- 
cer) 

和 胰腺 瘤 转移 和 
复发 相关 的 蛋白 
质 


3 


正常 和 癌变 的 结 
肠 黏 膜 细 胞 


正常 \.p53 缺失 ， 
和 多 重 结肠 瘤 
(multiple intesti- 
nal neoplasia， 


MIN) 的 老鼠 


正常 结肠 上 皮 细 
胞 和 人 息肉 


直肠 肉瘤 细胞 系 
HTI-29RNOV， 
对 mitoxantrone 


有 非典 型 抗 性 


直肠 肉瘤 细胞 系 
HT-29DRB， 对 
daunorubicin 有 
抗 性 


51 例 良 性 、 亚 性 
和 前 恶性 的 结肠 
瘤 患者 的 血清 


人 肝癌 细胞 系 
BEL-7404 和 永 
生化 的 正常 肝 细 
胞 系 L-02 


胰腺 癌 的 转移 和 
复发 通常 和 产生 
化 学 抗 性 相关 ， 
这 里 所 用 的 是 人 
胰腺 腺 瘤 细 胞 培 
养 模型 EPPP85- 
181P, 对 dauno- 
mycin 有 抗 性 和 
对 mitoxantrone 
有 抗 性 的 两 个 亚 
细胞 系 





和 HSP70 的 一 种 新 变异 体 。 瘤 细胞 中 表达 下 调 的 蛋白 质 包括 肝 脂 
肪 酸 结合 蛋白 , 肌 动 蛋白 结合 蛋白 等 


2-DE,LC-ESI-ITMS 发 现 患 癌 动 物 的 息肉 中 有 约 60 种 蛋白 质 显著 
下 调 ,4 种 蛋白 质 显 著 上 调 ,鉴定 了 38 个 蛋白 质 carbonic anhydrase I 
在 正常 crypts 中 显著 下 调 


2-DE,MALDITOFMS: 在 息肉 中 表达 上 调 的 包括 numatrin,HSP70 
和 HSP60; 下 调 的 蛋白 质 包 括 脂肪 酸 结合 蛋白 14-3-3i, cytokeratin 
20,Cyt.c 氧化 酶 等 6 种 


2-DE,MALDI-TOFMS 鉴定 了 一 个 在 抗 性 细胞 中 下 调 的 蛋白 质 hu- 
man adenine phosphoribosyl transferase 


2-DE,MALDITOFMS 鉴定 出 两 个 在 抗 性 细胞 中 下 调 的 蛋白 质 , 一 
个 是 人 乳腺 癌 特 有 基因 1 的 同 源 蛋白 ,另外 一 个 为 酵母 蛋白 yer-l 的 
同 源 蛋 白 


用 结合 阴离子 蛋白 质 的 SAX2 类 型 芯片 的 SELDI-TOFMS 找到 一 个 
13.8x 103Da 的 蛋白 质 在 结肠 癌 和 息肉 以 及 笨 室 炎 细 胞 中 均 表 达 ， 
而 良性 疾病 和 正常 对 照 细 胞 中 不 表达 


2-DEMALDITOFMS 鉴定 了 272 个 银 染 的 蛋白 质点 ,用 nESLMS/ 
MS 和 de zxoo 测序 鉴定 了 剩余 的 全 部 29 种 蛋白 质 。 发 现 一 种 新 的 
核 蛋 白 HCC-1 ,其 表达 与 肝 细 胞 癌 的 分 化 程度 呈 负 相关 


由 LCXESIITMS 获得 CID 数据 , 搜 库 鉴 定 。 肿 瘤 细 胞 中 GST P 表 
达 量 上 升 18 倍 , 另 有 6 种 表达 上 调 ,3 种 下 调 ;2 种 脂肪 酸 结合 蛋白 
只 在 正常 肝 细 胞 中 表达 


2-DE,MALDI-TOFMS 发 现 cofilin 在 两 个 亚 细 胞 系 中 均 过 量 表达 ， 
另外 有 2 种 蛋白 质 只 在 对 mitoxantrone 有 抗 性 的 细胞 中 表达 


续 表 


2-DE,MALDI-TOFMS 鉴定 到 在 癌 细 胞 中 高 表达 的 S100A9 ,SI100A8 |[103,104] 


[105] 


[106] 


[107] 


[108] 


[109] 


[110j 


二 各 


[112] 





研究 对 象 和 目的 


(lung cancer) 


与 肺癌 发 生 相 关 
的 分 子 标记 


寻找 肺癌 发 生 的 
分 子 标记 


肺 上 皮 细 胞 对 辐 
射 产 生 的 保护 反 
应 的 机 制 


恶性 黑 素 瘤 
(melanoma) 


黑 素 瘤 发 生 的 分 
子 标记 


黑 素 瘤 发 生 的 血 
清 分 子 标记 


与 转移 的 恶性 黑 
素 瘤 的 化 学 抗 性 
相关 的 蛋白 质 


头颈 部 肿瘤 
(head and head 
cancer) 

和 肿瘤 发 生 相 关 
的 蛋白 质 


神经 胶 质 母 细 胞 
瘤 (glioblastomay) 


成 神经 细胞 瘤 


(neuroblastoma) 


正常 肺 和 肾 组 织 
与 原 发 性 的 肺 腺 
瘤 组 织 


手术 切除 的 正常 
肺 组 织 和 肺癌 组 
织 


正常 支气管 上 皮 
细胞 和 受 0.5 
Gy 辐射 的 上 皮 
细胞 (L132 细 
胞 ) 


LCM 微 切割 下 
的 黑 素 瘤 和 其 周 
围 正 常 上 皮 部 分 


正常 对 照 人 的 血 
清和 黑 素 瘤 患者 
的 血清 


从 黑 素 瘤 患者 淋 
巴 中 建立 起 来 的 
细胞 系 和 4 种 分 
别 对 vindesine， 
cisplatin， fote- 
mustine， 和 e- 
toposide 有 抗 性 
作用 的 亚 细 胞 系 


粗 的 肿瘤 组 织 和 
正常 组 织 


人 神经 胶 质 母 细 
胞 瘤 细 胞 系 移 植 
到 裸 鼠 中 , 肿瘤 
长 成 lcm 直径 
大 小 时 ,肿瘤 被 
切 成 12wm 厚 的 
切片 ,肿瘤 增殖 
的 中 心 部 位 和 边 
缘 部 位 ,以 及 缺 
血性 坏死 区 


2-DE、ESI-ITMS 显示 TAOL 在 大 于 90% 的 原 发 性 肺 腺 瘤 中 表达 ,但 
在 其 他 恶性 肿瘤 中 不 表达 。TAO1Z2 可 能 用 于 鉴别 诊断 原 发 性 和 转 
移 性 的 肺 腺 瘤 


2-DE、MALDI-TOFMS 和 ESI-ITMS 发 现 Cytokeratin 8 和 Cathepsin 
D 在 肺 腺 瘤 中 表达 量 上 调 并 有 变异 ,认为 后 者 促进 了 肿瘤 的 侵袭 和 
转移 。 在 小 细胞 瘤 里 , 异 源 型 核糖 蛋白 HnRNP 表达 量 升 高 了 3 倍 ; 
在 非 小 细胞 瘤 系 A549 中 检测 到 一 种 在 乳腺 癌 中 表达 的 utubulin 
ISOtype 

2-DE-MALDLITOF 找到 至 少 3 种 表达 上 调 的 蛋白 质 与 PKC 信号 通 
路 相关 ,其 中 蛋白 激酶 抑制 剂 1 起 主要 作用 , 另 有 3 种 表达 下 调 的 蛋 
白质 


通过 SELDI-MALDI-TOFMS( 应 用 反 相 芯片 或 强 阴 离子 交换 表面 芯 
片 ) 获 得 蛋白 质 表 达 谱 ,检测 到 4 个 可 能 的 分 子 标记 ,但 这 些 分子 的 
意义 和 显著 性 尚未 分 析 


血清 用 分 子 排 阻 的 超 滤 方 法 来 分 级 ,MALDI-TOFMS 分 析 找 到 7 个 
小 于 35X103Da 的 蛋白 质 在 病人 血清 中 特异 性 表达 ; 某 些 2.5X103 
一 3.5SX103Da 的 多 肽 和 疾病 的 发 展 有 显著 变化 ,但 没有 做 鉴定 


2-DE 考 马 斯 亮 蓝 染 色 、MALDI-TOFMS 发 现 至 少 7 种 蛋白 质 在 对 
照 细胞 中 未 找到 ,有 4 种 在 抗 性 细胞 系 中 过 表达 


样品 未 经 LCM 纯化 ,SELDI-MALDI-TOFMS 分 析 , 所 以 重复 性 较 
差 , 一 个 8.7X103Da 的 蛋白 质 在 566 例 肿 瘤 组 织 中 ,6 例 正 常 组 织 
中 未 见 到 

肿瘤 增殖 的 中 心 部 位 和 边缘 部 位 ,以 及 缺 血性 坏死 部 位 的 切片 通过 
MALDLTOFMS 做 MS 图 谱 , 鉴 定 到 超过 150 种 蛋白 质 ; 对 感 兴趣 
的 蛋白 质 再 做 ESI-ITMS,thymosin oa4 在 肿瘤 增殖 的 中 心 区 高 表达 
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[86,89] 


[114j 


了 


[116] 


[117] 


耻 雪 于 


[81] 
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研究 对 象 和 目的 
ProNPY 的 加 工 | 成 神经 细胞 瘤 组 织 和 | 分 离 具有 类 似 NPY 免疫 活性 的 肽 段 并 用 MALDI-TOF 鉴定 , 找 
和 成 神经 细胞 瘤 | 良性 对 照 以 及 神经 节 | 到 其 中 一 个 为 NPY3-36, 其 受 体 选 择 性 不 同 于 完整 的 NPY。 
全 人 信人 全 细胞 瘤 (ganglioneuro- | NPY 的 前 体 proNPY 的 加 工 受到 抑制 与 肿瘤 的 转移 发 展 相关 


[118] 





本 实验 室 从 1998 年 开始 对 肝癌 恶性 生长 相关 的 的 表达 和 蛋白质 组 展开 研究 ,以 人 肝 冶 
细胞 系 BEL-7404 和 正常 肝 细胞 系 L-02, 以 及 恶性 生长 特性 部 分 逆转 的 JX-1 细胞 株 与 其 
对 照 细 胞 株 JX-0 为 实验 材料 D1119]。JX-L 是 EGFR cDNA 序列 以 反 义 方 向 转 染 BEL- 
7404 人 肝癌 细胞 而 建立 的 细胞 株 。 通 过 双向 凝 胶 电 泳 和 数字 化 图 谱 的 软件 分 析 , 发现 7 
个 蛋白 质 斑点 只 在 BEL-7404 细胞 中 检测 到 表达 ,14 个 斑点 只 在 L-02 肝 细 胞 中 检测 到 表 
达 ,78 个 斑点 在 两 细胞 系 间 有 显著 的 表达 量 差别 ,并 由 此 建立 了 蛋白质 组 的 差异 表达 谱 。 
应 用 胶 内 酶 解 和 质谱 (MS) 分 析 技术 测定 蛋白 质 斑 点 的 MSVZMS 数据 ,结合 数据 库 搜索 ， 
12 个 蛋白 质 斑点 从 中 得 到 鉴定 。 进 一 步 通过 与 JX-0 细胞 对 比 ,发 现 40 个 蛋白 质 斑 点 在 
JX-L 细胞 蛋白 质 组 中 发 生 明 显 的 表达 变化 ,其 中 3 个 斑点 的 表达 趋 于 正常 化 。 凝 胶 配 比 
和 质谱 鉴定 揭示 肿瘤 抑制 蛋白 (maspin) 在 肝癌 细胞 中 表达 量 显著 下 降 ,而 在 恶性 生长 特 
性 部 分 逆转 的 细胞 中 又 有 较 大 回升 ; 凝 胶 上 有 两 个 斑点 为 HSP27, 它们 在 肝癌 细胞 的 量 
高 于 肝 细 胞 或 逆转 细胞 ,HSP27 的 变化 与 它 不 同 的 化 学 修饰 有 关 , 显示 蛋白 质 翻 译 后 修 
饰 的 动态 变化 对 癌 细 胞 生长 的 潜在 影响 。 我 们 首次 发 现 maspin 和 reticulocalbin 同 源 蛋 
白 在 肝 细 胞 表达 和 在 肝癌 细胞 中 的 表达 变化 ,以 及 maspin 在 肝癌 生长 特性 部 分 逆转 的 细 
胞 中 趋 于 正常 化 的 表达 。 对 肝癌 细胞 和 肝癌 恶性 生长 特性 部 分 逆转 的 细胞 和 蛋白质 组 变化 
的 分 析 有 助 于 肝癌 发 生机 制 的 阐明 ,并 为 建立 相应 的 蛋白 质 组 数据 库 打 下 了 基础 。 目 前 
正在 开展 与 功能 关系 密切 的 肝癌 细胞 模型 和 临床 肝癌 组 织 样品 的 蛋白 质 组 研究 ,以 寻找 
与 肝癌 发 生 和 预后 相关 的 分 子 标记 。 

随 着 蛋白 质 组 学 技术 在 肿瘤 研究 中 的 应 用 ,新 的 肿瘤 分 子 标 记 将 不 断 被 发 现 ,为 了 更 好 
地 用 于 临床 ,有 必要 建立 一 些 标准 对 这 些 分 子 进行 筛选 和 确认 。 美 国 国 立 肿瘤 所 (national 
cancer institute) 领 导 建 立 了 早期 检测 研究 网 络 (early detection research network) 的 组 织 , 他 们 
提出 5 条 标准 来 发 展 和 评估 肿瘤 分 子 标记 :四 临床 前 的 调查 阶段 , 找 出 合适 的 研究 方向 ; 
@ 临 床 分 析 和 评估 阶段 ,看 看 临床 分 析 是 否 能 检测 已 知 的 疾病 ;@ 纵 向 的 回顾 阶段 ,看 看 假 
定 的 肿瘤 分 子 标记 是 否 能 检测 临床 前 的 疾病 并 且 建 立 阳性 筛选 准则 ;由 通过 试验 和 相关 的 
阳性 / 假 阳 性 率 来 建立 预期 的 筛选 ,确认 疾病 发 生 的 性 质 和 程度 ;@ 设 计 最 终 试验 (随机 试 
验 ) 看 看 该 筛选 方法 对 降低 普通 人 群 中 某 种 疾病 的 发 生 到 底 有 多 大 效果 [1201。 

同时 鉴于 蛋白 质 组 图 谱 诊断 在 早期 肿瘤 检测 方面 的 显著 临床 潜力 ,美国 国立 癌症 研 
究 所 将 于 2004 年 开展 对 卵 梨 癌 和 其 他 肿瘤 的 临床 试验 ,以 评估 该 技术 的 实用 性 。 而 目前 
一 些 主要 的 实验 室 (reference lab) 已 经 将 该 技术 运用 到 常规 检测 中 21 。 


第 三 节 ”有 蛋白质 组 学 在 神经 系统 研究 中 的 应 用 
总 痢 组 


大 规模 工业 化 基因 测序 的 成 功 为 生物 系统 的 研究 开辟 了 新 的 道路 。 在 后 基因 组 时 代 ， 
:528 . 








我 们 应 当 研究 DNA 序列 是 如 何 翻 译 为 细胞 .组织 和 个 体 生 长 发 育 所 需 的 信息 。 其 中 的 一 个 
研究 重点 就 是 确定 蛋白 质 功能 及 其 分 子 网 络 。 新 兴 的 蛋白 质 组 学 技术 与 数据 库 挖掘 的 结合 
大 大 加 快 了 这 一 研究 进程 。 神 经 系统 由 于 其 高 度 的 复杂 性 和 同一 突 触 存在 不 同 神经 递 质 之 
间 的 相互 作用 ,尤其 适合 用 蛋白 质 组 学 等 方法 来 研究 。 目 前 已 知 的 数据 库 包括 果 蝇 脑 \ 大 鼠 
小 脑 蛋白 质 组 数据 库 (http: /Awww-lecb. ncifcrf. gov) ,小 鼠 少 突 神 经 、 视 神经 蛋白 质 组 数据 库 
及 新 生 小 鼠 脑 小脑 蛋 白质 组 数据 库 等 (http:/Aproteomics. cancer. 引 ) 。 

与 传统 方法 相 比 , 现 代 蛋 白质 组 学 技术 的 最 大 区 别 在 于 它 的 高 通 量 ,能 够 同时 鉴定 出 的 
蛋白 质 种 类 数量 巨大 。 关 于 神经 活动 的 研究 ,如 学 习 过 程 的 研究 , 早 在 19 世纪 30 年 代 就 开 
展 了 , 它 通 过 玻璃 毛细 管 电泳 进行 :22,223] ,结果 表明 有 新 蛋白 质 的 合成 ,但 只 观察 到 这 些 蛋 
白质 含量 的 变化 ,并 且 这 些 蛋 白质 的 种 类 未 知 。19 世纪 80 年 代 , 几 个 实验 室 通过 分 级 分 
离 .生化 和 免疫 化 学 等 方法 24-5321 在 多 种 有 机 体 中 鉴定 了 突 触 蛋白 质 。 这 应 当归 功 于 分 离 
技术 的 提高 ,从 而 一 些 重要 的 区 室 结构 ,如 突 触 小 泡 ,、 突 触 后 致密 体 等 都 能 够 被 分 离 。 特 异 
蛋白 质 的 鉴定 增加 了 突 触 组 分 的 数目 。 目 前 , 突 触 小 泡 的 蛋白 质 组 分 已 经 鉴定 出 来 033] 。 
在 突 触 后 区 域 ,Edman 测序 或 质谱 方法 鉴定 出 突 触 后 致密 体 中 大 约 30 种 蛋白 质 634 。 


~ 应 用 侍 例 


蛋 自 质 组 学 技术 方法 的 出 现 给 神经 科学 的 发 展 带 来 新 的 动力 。 在 神经 系统 中 ,很 多 
功能 特异 而 复杂 的 结构 为 蛋白 质 组 学 分 析 提 供 了 良好 的 材料 ,例如 ,在 近 郎 飞 结 处 轴 突 胶 
质 细胞 接头 适合 于 作 和 蛋白 质 组 学 分 析 "351 。 


(一 ) 对 NMDA 受 体 多 复合 物 (NMDA receptor multiprotein complexes， 
NRC) 的 研究 


蛋白 质 组 学 可 用 来 研究 与 受 体 相关 的 信和 号 复合 体 。 在 大 脑 中 ,以 受 体 为 核心 由 多 个 
蛋白 质 组 成 的 信号 复合 体 在 信息 处 理 过 程 中 起 着 重要 作用 [336] 。 一 个 已 知 的 例子 是 NML 
DA 受 体 与 突 触 后 蛋白 质 结合 ,其 中 包括 PSD-95。 该 复合 体 与 突 触 可 塑性 和 学 习 有 关 。 
Husi 等 人 在 研究 小 鼠 的 前 脑 部 位 时 ,利用 蛋白 质 组 学 方法 获得 了 NRCL1371。 复 合体 的 蛋 
白质 之 间 发 生 相 互 作用 ,有 时 需要 翻译 后 修饰 ,如 磷酸 化 (PI3 激酶 的 SH2 结构 域 结合 到 
NMDAR 亚 基 上 138]) 脂 类 修饰 39] 等 。 用 蛋白 质 组 学 的 方法 可 以 检测 到 此 类 相互 作用 
以 及 双 杂 交 筛 选 检测 不 到 的 微弱 相互 作用 [140] 。 

目前 ,蛋白质 组 学 包括 了 多 种 大 规模 鉴定 蛋白 质 的 方法 。Husi 等 人 比较 了 从 小 鼠 脑 中 
分 离 纯化 NRC 的 不 同方 法 037] ,包括 :标准 的 HPLC 色谱 、 含 NMDAR 配 体 的 亲 和 色 谱 、 含 纯 
化 抗体 的 免疫 亲 和 色 谱 、 大 规模 的 免疫 共 沉 淀 \. 肽 段 亲 和 纯 化 。 其 中 ,以 下 三 种 方法 检测 效 
果 较 好 :免疫 亲 和 色 谱 \ 以 抗 NMDA 受 体 亚 基 抗 体 进行 的 免疫 沉淀 .基于 NMDA 受 体 2B 亚 
基 C 末 端的 肽 段 亲 和 纯化 0444。SDS-PAGE 分 离 各 组 分 后 发 现 复合 体 的 蛋白 质 组 成 复杂 。 
NRC 是 一 个 相对 分 子 质量 约 为 2x 105Da 的 复合 体 [37.144 ,由 75 种 或 更 多 的 蛋白 质 组 成 ,分 
为 神经 递 质 受 体 、 细 胞 黏 连 分 子 、 接 头 蛋白 、 信 号 通路 成 分 .细胞 骨架 蛋白 及 一 些 其 他 蛋白 
质 U4]1。 复 合体 中 ,至 少 27 种 蛋白 质 已 知 与 突 触 可 塑性 相关 ,而 另 有 18 种 是 学 习 过 程 所 必 
需 的 。 通 过 对 复合 体 中 蛋白 质 的 鉴定 ,Grant 等 人 提出 041 :复合 体 的 组 成 提示 多 蛋白 质 复 
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合体 能 够 检测 神经 细胞 活动 的 不 同 模式 ,并 且 能 与 相应 的 信号 传导 通路 相连 ,改变 神经 元 的 
状态 ;@ 在 学 习 和 突 触 可 塑性 的 生物 学 机 制 中 ,复合 物 本 身 是 一 个 重要 的 组 成 部 分 ;G@ 对 上 
述 任何 组 成 成 分 的 干扰 都 将 影响 到 复合 体 的 整体 功能 。 

国外 学 者 研究 发 现 NRC 是 神经 元 一 个 特殊 的 输入 系统 :51 , 它 能 检测 并 区 分 神经 元 
活动 的 不 同 模式 ,然后 激活 不 同 的 下 游 信号 通路 (图 23.2) ,改变 神经 元 特性 ,储存 活动 模 
式 中 编码 的 信息 。 神 经 元 的 变化 包括 一 系列 不 同 的 过 程 ,这 其 中 有 突 触 本 身 的 变化 ( 突 触 
可 塑性 ) 树 突 局 部 的 变化 和 整个 神经 元 的 变化 (如 基因 转录 )。 由 NRC 中 信号 分 子 的 多 
样 性 分 析 以 及 遗传 学 与 药理 学 干扰 实验 结果 表明 ,NRC 的 一 个 重要 特性 就 是 可 以 将 神经 
递 质 受 体 获得 输入 信和 号 后 所 引发 的 不 同 下 游 信 号 通路 的 变化 协调 起 来 。 





磷酸 果糖 激酶 


转录 细胞 存活 逆行 信使 ” 肌 动 蛋白 再 装配 


23.2 NMDA 受 体 复合 物 介 导 的 信号 通路 143] 
图 中 的 浅 色 框 表示 NMDA 受 体 复 合 物 中 的 蛋白 质 。 在 NMDA 受 体 复 合 物 中 有 许多 已 鉴定 出 的 蛋白 质 参 与 了 
NMDA 受 体 下 游 的 信号 通路 。CaM, 钙 调 蛋 白 ;CaMK I , 钙 - 钙 调 蛋 白 激酶 工 ;ERK, 胞 外 信号 相关 激酶 ;IP3,1,4， 
5 -三 磷酸 肌 醇 ;MAP, 微 管 相关 蛋白 ;MEK,MAPKZERK 激酶 ;imGlu R, 代 谢 型 谷 氮 酸 受 体 ;nNOS, 一 氧化 所 合成 
酶 ;PLA, 磷 脂 酶 A;PLC, 磷 脂 酶 C;PKA, 蛋 白 激酶 A;PKC, 和 蛋白 激酶 C;PP1/2A/Z2B, 和 蛋白 磷酸 酶 1/2A7L2B 
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《二 ) 对 海 号 区 的 研究 


双向 凝 胶 电 泳 技术 (two-dimensional electrophoresis,2-DE) 能 对 细胞 或 组 织 中 表达 的 
所 有 和 蛋白质 进 行 整体 分 析 。 对 于 这 项 技术 人 们 所 关注 的 是 电泳 图 上 最 多 能 分 辨 出 的 蛋白 
质点 的 个 数 以 及 怎样 去 检测 低 丰 度 的 蛋白 质 。 一 张 标 准 的 大 鼠 海马 神经 元 的 2-DE 图 通 
过 银 染 后 能 分 辨 出 853 个 点 0441。 为 了 提高 分 辩 率 和 低 丰 度 蛋 白质 的 检测 效果 ,Takashi 
等 人 运用 改进 的 2-DE 方法 ,第 一 向 使 用 7 个 不 同 的 狭窄 pH 范围 (pH3.5 一 4.5,4.0 一 
$.0,4.5 一 5.5,5.0 一 6.0,5.5 一 6.7,6 一 9,6 一 11) ,第 二 向 使 用 14 块 SDS - 聚 丙烯 酰胺 凝 
胶 。7 块 7.5% 的 胶 用 于 分 离 分 子 质 量 较 高 的 蛋白 质 ( 记 40x10?Da),7 块 13.5% 的 胶 用 
于 分 离 分 子 质量 较 低 蛋白 质 (< 40 x 10"Da)。14 块 胶 的 图 像 拼 成 一 块 cybergel(70cm x 
67cm) ,包含 6 677 个 蛋白 质点 ,与 标准 的 2-DE 图 谱 相 比 , 改 进 后 的 2-DE 检测 到 的 蛋白 
质点 数目 增加 了 783%144] 。 

在 低 氧 条 件 下 ,海马 CA1 和 CA3 区 的 反应 是 不 同 的 。CAL 更 为 敏感 ,尤其 是 在 间歇 
性 低 氧 情况 下 。Gozal 等 人 分 析 了 大 鼠 海马 CAL1 和 CA3 区 差异 表达 的 蛋白 质 , 并 比较 了 
在 进行 6h 间歇 性 低 氧 处 理 后 蛋白 质 表达 水 平 的 变化 。 分 析 后 发 现在 含 氧 量 正常 的 情况 
下 ,99 个 蛋白 质 同时 在 CA1 和 CA3 区 表达 。 在 两 区 中 具有 表达 差异 性 的 蛋白 质 归 为 与 
细胞 骨架 相关 的 蛋白 质 和 与 代谢 相关 的 蛋白 质 两 类 ( 表 23.3)。 这 两 类 蛋白质 在 CA1 区 
的 表达 量 较 高 。6h 间歇 性 低 氧 处 理 后 ,CA1 中 32 种 蛋白 质 表 达 升 高 ,而 CA3 中 只 有 7 
种 蛋白 质 的 表达 量 升 高 94 。 


表 23.3 ，” 含 氧 量 正常 情况 下 ,在 CA1 和 CA3 差异 性 表达 的 蛋 自 质 D451 


在 CA1 和 CA3 区 差异 性 表达 的 蛋白 质 CAILVCA3 密度 测定 ”了 

与 细胞 骨架 相关 的 蛋白 质 
TOAD 64 0.4 0.03 
Alpha tubulin 1 有 0.01 
Beta tubulin 1 本 - 芝 0.01 
Myosin short subfragment 2 1.9 0.01 
Glial fibrillary acidic protein 0.4 0.03 
Fascin homolog 1 Se 0.04 
Leukemia assoc gene (Stathmin) SS 0.03 

与 代谢 相关 的 蛋白 质 
Guanine deaminase 4.0 0.009 
Fructose bisphosphate aldolase cl 0.2 0.004 
Pyruvate dehydrogenase E1 component 1.9 0.05 
Phosphoglycerate mutase 1 ,brain | 0.04 
Triose Phosphate isomerase 3 0.03 
Cytosolic malate dehydrogenase 5 0.04 
Alpha enolase 2.8 0.01 


Edgar 等 人 运用 比较 蛋白 质 组 学 的 方法 分 析 患 有 精神 分 裂 症 个 体 的 海马 蛋白 质 组 后 

发 现 , 精 神 分 裂 症 与 6 号 染色 体 长 臂 有 关 "*4 。 他 们 比较 了 7 个 患 病 个 体 和 7 个 对 照 个 

体 , 发 现在 患 病 个 体 的 海马 区 ,18 个 蛋白 质 的 浓度 有 显著 变化 (P<0.05)。 通 过 N 端 测 
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序 ,鉴定 了 其 中 三 种 蛋白 质 与 6 号 染色 体 长 臂 相 关 :安定 结合 抑制 剂 ,基因 位 置 6q12-q21; 
锰 超 氧化 物 歧化 酶 ,基因 位 置 6q25.3; 工 -复合 物 蛋 白 1, 基 因 位 置 6q25.3-q26。 


(三 ) 对 唐 氏 综合 征 的 研究 


唐 氏 综合 征 (Down syndrome,DS) , 即 21 号 染色 体 三 体 , 是 智力 发 育 阻 滞 最 普遍 的 遗 
传 因 素 。 通 过 分 析 脑 神经 病理 学 、 神 经学、 神经 生理 学 神经 药理 等 变化 ,发 现 DS 患者 的 
中 枢 神 经 系统 的 结构 发 育 和 功能 异常 41447354。 虽然 在 DS 成 人 脑 中 已 经 发 现 一 系列 的 
因子 和 和 蛋白质 表达 异常 ,但 是 DS 婴儿 脑 的 蛋白 质 组 学 信息 却 非常 有 限 。 

Cheon 等 人 在 蛋白 质 水 平 上 采用 "基因 追踪 " (gene hunting ) 的 方法 ,建立 了 脑 蛋 白质 
图 谱 ,定性 定量 分 析 了 双向 凝 胶 电 泳 图 谱 上 不 同 的 蛋白 质点 (图 23.3)05]。 鉴 定 分 析出 

双向 凝 胶 电 泳 分 离 脑 蛋白 组 分 析 


基于 分 子 质 量 和 pI 值 的 MALDI-MS 分 析 


Swiss-Prot 数 据 库 搜索 


| 


专用 软件 分 析 蛋 白质 水 平 


图 23.3 分 析 DS 婴儿 的 蛋白 质 
组 学 方法 1152] 


的 10 个 蛋白 质 中 septin6 和 DKEFKZp564D177.1( 片 段 ) 表 达 异 常 05]。DKFZp567D177.1 
(片段 ) 的 水 平 在 DS 婴儿 脑 中 大 大 降低 , 而 脑 中 其 他 septin 蛋白 质 的 水 平 与 对 照 组 差别 
不 大 ( 表 23.4)。septin 6 在 DS 枫 儿 脑 中 的 出 现 率 低 ,对照 组 中 7 个 正常 机 儿 脑 出 现 率 为 
100% ,而 在 患 病 组 仅 为 1。septin 是 一 类 进化 上 保守 的 细胞 骨架 GTP 酶 ,与 胞 质 分 裂 、 
细胞 极 性 、 胞 吐 作用 相关 0153]。 不 同 的 septin 显示 出 细胞 骨架 和 膜 联 系 的 不 同 模式 0154] ， 
比较 免疫 组 化 分 析 表 明 ,该 家 族 不 同 成 员 在 脑 中 起 着 不 同 的 作用 [5]。 


表 23.4，DS 婴儿 脑 的 蛋白 质 水 平 5521 


蛋白 质 对 照 (个 数 ) DS( 个 数 ) 
WD 重 复 和 蛋白 1 3.03+1.66(7) 3.54+1.32(6) 
与 septin 同 源 的 新 蛋白 质 2.08+0.69(7) 2.39+0.70(5) 
septin 5 10.74+0.47(7) 11.56+0.35(5) 
septin 2 1.07+0.63(7) 1.54+0.48(4) 
DJ37E16 .5 1.81+0.35(7) 1.64+0.38(5) 
30.2x103Da 的 假设 蛋白 质 1.49+1.18(7) 0.79+1.22(8) 
DKFZp564D177.1( 片 段 ) 3.43+1.83(7) 0.61+0.44* (7) 
神经 蛋白 NP25 1.62+0.54(7) 1.39+0.76(6) 
DC7 蛋白 ( 颤 泡 分 拣 蛋 白 29) 1.27+0.64(7) 1.16+0.39(8) 


双向 凝 胶 电泳 分 离 DS 婴儿 和 正常 个 体 的 大 脑 皮 层 中 的 蛋白 质 , 然 后 经 考 马 斯 亮 蓝 染 色 。 在 部 分 胶 图 像 上 ,用 
ImageMaster 2D 软件 定量 分 析 和 蛋白 质点 的 量 。 用 Graphpad Instat2 软件 进行 数据 处 理 。( * ) 号 表示 存在 显著 性 差异 
( 卫 <0.01)。 
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Septin 6 与 不 同 脑 结构 中 突 触 小 泡 的 形成 有 关 , 尤 其 是 海马 结构 CA1,CA21155] , 而 
DS 患者 的 显著 标志 是 突 触 结构 异常 0561 ,由 此 我 们 可 以 得 出 结论 :Septin 6 蛋白 质 水 平 的 
变化 一 方面 引起 了 脑 结构 的 变化 , 另 一 方面 又 可 作为 DS 的 诊断 标志 。 


(四 ) 对 阿尔 蒋 海 默 病 的 研究 


阿尔 茨 海 默 病 (Alzheimer disease,AD) 又 名 进行 性 老年 性 痴呆 ,在 所 有 痴呆 症 中 占 大 
约 $0% ,是 最 常见 的 一 种 痴呆 性 病症 ,危及 到 约 400 万 名 老年 人 的 健康 。AD 患者 在 出 现 
明显 认 知 障碍 和 其 他 临床 症状 之 前 ,大 脑 中 就 存在 异常 改变 。 但 是 目前 对 它 的 发 病 机 制 
却 了 解 甚 少 。 

活性 氧 或 其 他 活性 物质 对 蛋白 质 的 氧化 修饰 会 引起 蛋白 质 功能 丧失 或 异常 ,是 衰老 
或 训 老 相关 的 神经 衰退 性 疾病 的 可 能 原因 之 一 0457-161。 蛋 白质 痰 基 化 的 形成 可 作为 蛋 
白质 氧化 的 检测 标志 06]。AD 患者 中 , 痰 基 化 程度 升 高 062,163] 。Castegna 等 人 1164 将 2- 
DE 印迹 、 基 的 免疫 检测 技术 及 质谱 技术 相 结合 ,鉴定 了 在 AD 中 特异 性 氧化 的 蛋白 质 
( 表 23.5): 肌 酸 激酶 BB(creatine kinase BB,CK BB) , 谷 氮 酰胺 合成 酶 (glutamine syn- 
thase,GS) , 泛 素 C 端 水 解 酶 (Cubiquitin C-terminal hydrolase,UCH L-1)。 其 中 ,CK BB 的 
痰 基 化 程度 增高 4.9 倍 。CK BB 与 ATP 的 合成 相关 。AD 患者 中 ,CK BB 氧化 后 活性 下 
降 ,说 明 在 氧化 胁迫 下 ,可 供 神 经 元 和 突 触 元 件 使 用 的 能 量 减少 。CK BB\GS、UCH L-1 
是 细胞 代谢 中 重要 的 蛋白 酶 ,自由 基 对 这 三 个 蛋白 质 的 修饰 是 AD 病 的 一 个 临床 症状 ,并 
且 是 引起 神经 衰退 的 机 制 之 一 。 


表 23.5 “与 对 照相 比 ,AD 患者 脑 中 三 种 蛋白 质 羔 基 化 水 平 的 相对 改变 064 


鉴别 的 蛋白 质 特异 性 的 氧化 P 值 
肌 酸 激酶 (CK BB) 489 土 52 <0.01 
谷 氢 酰 胺 合成 酶 (GS) 321 土 18 <0.01 
泛 素 C 端 水 解 酶 (UCH L-1) 224 土 63 <0.02 


在 吐 齿 类 动物 中 ,一 些 神经 类 固 醇 已 经 显示 有 神经 保护 的 作用 -1656 。 为 了 解 AD 
病 中 神经 类 固 醇 的 生理 重要 性 , WeilL-Engerer 等 人 L167] 采 用 GC-MS 比较 了 AD 患者 和 对 
照 个 体 不 同 脑 区 域 (海马 杏仁 核 、 额 皮质 、 纹 状 体 \ 下 丘脑 和 小 脑 ) 的 6 种 类 固 醇 的 量 : 孕 
烽 醇 酮 (pregnenolone)\ 孕 烯 醇 酮 硫 (pregnenolone sulfate, PREGS)、 脱氧 异 雄 酮 (dehy- 
droepiandrosterone)、 脱氧 异 雄 酮 硫 (dehydroepiandrosterone sulfate,DHEAS) 孕 酮 . 异 孕 类 
醇 酮 。 与 对 照相 比 ,AD 患者 的 所 有 神经 类 固 醇 普遍 降低 :PREGS 和 DHEAS 在 纹 状 体 和 
小 脑 中 的 含量 显著 降低 ,下 丘脑 中 的 DHEAS 含量 也 显著 下 降 。 纹 状 体 和 小 脑 中 皮质 B- 
amyloid 肽 段 和 PREGS 含量 水 平 呈 现 显 著 的 负 相 关 。 同 时 下 丘脑 中 磷酸 化 的 tau 蛋白 和 
DHEAS 也 呈现 负 相关 。 与 神经 纤维 缠 结 (老年 性 痴呆 病 的 一 种 临床 症状 ) 相 关 的 特征 蛋 
白质 的 高 水 平 的 表达 ,往往 伴随 着 脑 中 PREGS 和 DHEAS 水 平 的 降低 ,说 明 在 AD 中 神 
经 类 固 醇 也 许 起 着 神经 保护 的 作用 。 

为 了 更 清楚 地 了 解 AD 的 致 病 机 制 ,Schonberger 等 人 1L1681 分 析 了 6 种 脑 组 织 区 域 蛋 
白质 组 学 方面 的 变化 。 他 们 选取 了 AD 患者 死 后 的 脑 组 织 和 相同 年 龄 段 的 正常 人 脑 组 
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织 , 采 用 定量 蛋白 质 组 学 方法 比较 个 体 蛋 白质 的 信号 变化 。 在 严重 受 损 的 脑 区 域 , 与 对 照 
组 相 比较 ,76 种 蛋白 质 在 AD 患者 海马 结构 中 特异 性 表达 ,62 种 蛋白 质 在 甄 皮质 特异 性 
表达 ,39 种 蛋白 质 在 内 嗅 区 皮质 特异 性 表达 。 在 相对 稀 玻 的 区 域 也 存在 着 显著 差异 ,与 
对 照相 比 ,34 种 蛋白 质 在 小 脑 中 特异 表达 ,125 种 蛋白 质 在 扣 带 回 区 特异 性 表达 ,75 种 蛋 
白质 在 感觉 运动 区 皮质 特异 性 表达 。 鉴 定 了 其 中 37 种 蛋白 质 ,分 析 了 关键 致 病 途径 变化 
的 相关 性 。 


五) 对 则 金森 病 的 研究 


由 金森 病 (Parkinson 's disease,PD) 是 中 老年 人 的 一 种 常见 病 , 临 床 表 现 以 静止 性 震 
颜 `\ 面 部 表情 僵化 \ 肌 强直 、 姿 势 反射 减少 . 呈 进 行 性 加 重 为 主要 特点 。PD 的 一 个 生理 指 
标 是 黑 质 和 被 盖 中 产 多 巴 胺 的 细胞 衰退 ,导致 多 巴 腕 能 投射 区 的 多 巴 胺 不 足 , 特 定 皮质 - 
亚 皮质 锥 体 束 外 环 路 的 功能 下 降 !:169]。 黑 色素 及 神经 细胞 减少 达 59% ,神经 胶 质 细胞 增 
生 , 在 黑 质 和 兰 斑 等 细胞 质 内 发 现 包含 体 (lewy body) , 约 占 90% 。 

自 1983 年 Langston 等 人 [01 发 现 接触 含有 1 - 甲 基 - 4 - 葵 基 - 1,2,3,4 -四 氧 吡啶 
(MPTP) 的 物质 可 引起 PD 后 ,经 过 多 年 的 研究 ,MPTP 的 神经 毒性 已 经 明确 ,可 以 选择 性 
损害 黑 质 、 纹 状 体系 统 , 导 致 多 巴 胺 缺乏 。Kajita 等 人 通过 气相 色谱 -质谱 (gas chromato- 
graphy-mass spectrometry,GC-MS) 技 术 ,首次 在 PD 患者 脑 和 正常 脑 中 分 离 到 N -= 甲 基 多 
巴 胺 ,而 MPTP 的 同 源 物 N - 甲 基 猪 毛 菜 酚 和 小 生 甲 基 去 甲 猪 毛 莱 酚 ,可 能 由 N - 甲 基 多 
巴 胺 通过 Pictet-Spengler 凝 缩 反 应 得 到 口 7 。 

液 相 色 谱 与 多 电极 检测 器 联 用 ,可 用 于 定量 分 析 PD 患者 脑室 液 中 神经 化 学 物质 。 
Ikarashi 等 人 研究 发 现 ,在 高 效 液 相 色谱 图 谱 中 ,有 一 未 知 峰 与 5 - 产 色 胺 有 相同 的 保留 时 
间 。 通 过 离子 抑制 (ion suppression)、 快 原子 和 击 质谱 (fast atom bombardment mass spec- 
trometry) 分 析 后 ,鉴定 该 成 分 为 O - 甲 基 多 巴 ,为 工 -多 巴 的 主要 代谢 产物 H721。 

Zhou 等 人 053] 采用 GC-MS 分 析 PD 患者 脑脊液 中 B- 葵 乙 胺 (PEA) 的 量 , 评 价 脑 状 
液 中 PEA 浓度 与 PD 严重 性 的 相关 程度 。 共 分 析 了 23 名 患者 (平均 年 龄 64.0, 标 准 差 
8.2) 的 脑 养 液 ,3 名 患者 处 于 Hoehn 和 Yahr 阶段 下 ,11 名 患者 处 于 阶段 焉 ,其 余 9 名 串 
者 处 于 阶段 W。 同 时 比较 了 8 名 神经 病 患 者 (平均 年 龄 57.0, 标 准 差 19.2) 和 12 名 正常 2 
个 体 (平均 年 龄 57.6, 标 准 差 4.8) 脑 脊 液 中 PEA 的 含量 。 结 果 发 现 ,PD 患者 脑 脊 液 中 的 
PEA 浓 度 (205pg/ml) 显著 低 于 神经 病 患者 (433pg/ml) 和 正常 个 体 (387pgAml)。 处 于 
Hoehn 和 Yahr 阶段 的 PD 患者 的 PEA 浓度 呈现 出 负 相 关 (P<0.01)。Miura 等 人 97 在 
研究 PD 患者 胞 浆 PEA 含量 时 也 发 现 ,在 病情 加 重 的 PD 患者 中 ,PEA 的 含量 呈现 出 下 降 
的 趋势 。 而 在 病情 未 加 重 的 患者 中 ,PEA 含量 维持 在 同一 水 平 。 这 一 结果 表明 PEA 水 
平 的 下 降 可 能 反映 了 PD 患者 黑 质 纹 状 体 的 衰退 。 


第 四 节 蛋白 质 组 学 在 体液 研究 中 的 应 用 
5 时 介 :22q4: 提 
(一 ) 体液 的 基本 知识 


机 体 含 有 大 量 的 水 分 ,这 些 水 和 溶解 在 其 中 的 各 种 无 机 物 \ 有 机 物 及 电解 质 、. 非 电解 
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质 总 称 为 体液 (body fluid) , 约 占 体 重 的 60% 。 体 液 以 细胞 膜 为 界 ,可 分 为 两 大 部 分 , 即 细 
胞 内 液 Cintracelluler fluid,ICF) 和 细胞 外 液 (Cextracelluler fluid,ECF)。 存 在 于 细胞 内 的 称 
为 细胞 内 液 , 约 占 体重 的 40% 。 存 在 于 细胞 外 的 称 为 细胞 外 液 。 

细胞 外 液 因 其 存在 部 分 不 同 ,又 可 分 为 两 类 :一 类 是 存在 于 组 织 细胞 之 间 的 组 织 间 液 
(包括 淋巴 液 和 脑 养 液 ) , 约 占 体重 的 16% 。 细 胞 间 液 是 血浆 的 超 滤液 ,其 电解 质 成 分 和 
”浓度 与 血浆 极为 相似 ,不 同 之 处 是 血浆 含有 较 多 的 蛋白 质 , 而 细胞 间 液 不 含 或 仅 含 少量 的 
蛋白 质 。 由 于 蛋白 质 是 相对 分 子 质 量 较 大 的 物质 ,不 易 通 过 细胞 膜 , 故 血 浆 蛋 白 含量 高 于 
细胞 间 液 。 另 一 类 是 血液 的 血浆 ( 约 占 体重 的 4% )。 血 液 是 结缔 组 织 的 一 种 ,由 无 形成 
分 和 有 形成 分 , 即 占 血液 总 量 的 S5% 血浆 和 占 血 液 总 量 的 45% 血 细胞 两 部 分 组 成 。 血 浆 
中 溶解 有 多 种 化 学 物质 , 按 容积 计算 ,其 中 包括 :水 (91% )、 蛋 白质 (7% )、 脂 质 (1% )、 糖 类 
(0.1% ) . 非 蛋白 所 NPN(19% ) 无 机 盐 类 (0.9% ) 和 代谢 产物 (尿素 `, 肌 本 .尿酸 等 )。 其 中 
血浆 蛋白 有 和 白 蛋 白 、 球 蛋白 、 纤 维 蛋白 原 三 类 。 白 蛋白 在 维持 血浆 胶体 活 透 压 中 有 重要 作 
用 , 球 蛋白 与 抗体 产生 有 关 , 纤 维 蛋白 原 参 与 血液 凝固 。 血 浆 与 血清 的 成 分 差别 仅 在 于 后 
者 因 采 血 后 未 加 抗 凝 剂 而 不 含 纤 维 蛋 白 原 。 


《一 ) 体液 与 生物 医学 


正常 状态 下 ,人 体内 由 外 界 摄 人 的 水 分 及 电解 质 与 体内 氧化 产生 的 水 (内 生 水 ) ,不 断 
与 各 区 间 的 体液 进行 交换 。 体 液 交 换 包括 血浆 与 细胞 间 液 、 细 胞 间 液 与 细胞 内 液 之 间 的 
交换 ,前 者 交换 的 动力 是 血浆 胶体 渗透 压 与 静水 压 ( 血 压 ) 之 差 , 其 中 胶体 渗透 压 在 血浆 与 
细胞 间 液 的 交换 中 起 主要 作用 ,同时 还 可 影响 细胞 外 液 的 总 量 。 细 胞 间 液 与 细胞 内 液 之 
间 的 交换 主要 决定 于 细胞 内 外 液 的 渗透 压 。 正 常 体液 的 分 布 、 组 成 及 容量 三 方面 均 在 神 
经 体液 等 因素 调节 下 保持 动态 平衡 ,以 保证 机 体 各 种 生理 活动 正常 进行 。 体 液 平衡 是 维 
持 机 体 生命 活动 的 必 不 可 缺少 的 条 件 ,疾病 发 生 的 基本 机 制 之 一 就 是 体液 机 制 , 即 病因 引 
起 体液 质 和 量 的 变化 体液 调节 障碍 ,最 后 造成 内 环境 泰 乱 而 致 病 。 我 国 传统 的 中 医 理 论 
也 指出 :人 分 阴阳 , 阳 指 身体 的 机 能 , 阴 则 指 体内 的 体液 ,包括 血液 唾液. 泪液、 精液、 内 分 
泌 液 等 。 中 医学 以 阴阳 鱼 为 思维 模式 , 阑 述 人 体 生 理 或 病理 变化 。 人 的 健康 状态 是 阴阳 
处 于 动态 平衡 的 历 调 和 谐 状态 , 即 人 体内 环境 的 稳定 状态 ;阴阳 失调 则 是 人 体 的 疾病 状 
态 , 常 表现 为 阴 盛 \ 阳 盛 , 阴 虚 ` 阳 虚 四 种 类 型 。 

已 有 的 医学 理论 与 迄今 为 止 的 疾病 研究 诊治 实践 都 表明 ,体液 与 人 的 生理 、 病 理 都 有 
着 密切 的 关系 。 对 各 种 体液 质 与 量 的 全 面 深 入 的 了 解 是 人 类 理解 自身 生命 活动 规律 . 追 
踪 生 理 或 病理 变化 的 突破 口 之 一 。 而 建立 并 注释 各 种 体液 的 全 套 蛋白 质 组 学 图 谱 , 既 推 
动 了 生物 医学 基本 理论 研究 的 进程 ,又 为 临床 领域 提供 了 多 种 可 能 的 诊断 标志 物 、 预 后 评 
佑 指标 和 药物 作用 靶 点 ,有 着 极为 深远 的 理论 与 实践 意义 。 


三 ) 应 用 蛋 昌 质 组 学 的 方法 研究 体液 
蛋 自 质 组 是 指 基 因 组 表达 的 所 有 相应 的 蛋白 质 ,是 指 细胞 或 组 织 或 机 体 全 部 蛋白 质 
的 存在 及 其 活动 方式 。 蛋 白质 组 学 是 从 整体 的 蛋白 质 水 平 上 \ 从 生命 本 质 的 层次 上 ,研究 
和 发 现 生命 活动 的 规律 和 重要 生理 、 病 理 现象 的 本 质 。 这 与 疾病 发 生 的 体液 机 制 及 中 医 


学 的 阴阳 鱼 思维 模式 可 谓 是 不 谋 而 合 。 现 代 和 蛋白 质 组 学 的 发 展 更 为 体液 研究 提供 了 越 来 
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越 多 的 技术 平台 !75 178] 。 

蛋白 质 组 学 的 研究 不 局 限 任何 特定 的 方法 。 高 分 辩 率 的 蛋白 质 分 离 技 术 如 二 维 凝 胶 
电泳 和 高 效 液 相 层 析 ,经 典 的 蛋白 质 鉴定 方法 如 氨基 酸 序 列 分 析 等 ,现代 质谱 技术 ,基因 
组 学 研究 的 各 种 手段 ,现代 计算 机 信息 学 和 计算 机 网 络 通讯 技术 ,等 等 ,任何 可 用 于 蛋白 
质 研究 的 技术 手段 ,蛋白质 组 学 都 可 能 采用 5-178]。 它 体现 的 是 一 个 开放 的 思维 和 研究 
方式 ,而 体液 的 多 样 性 和 复杂 性 则 为 各 种 蛋白 质 组 学 技术 提供 了 无 限 广 阔 的 应 用 土壤 。 


二 、 体 液 的 重 日 质 组 学 研究 现状 


今天 ,世界 各 地 的 大 学 、 研 究 机 构 和 公司 都 将 目光 集中 在 这 一 领域 ,涉及 血浆 、 血 清 、 
脑脊液 ` 尿 液 、 唾 液 等 几乎 所 有 种 类 体液 的 蛋白 质 组 学 研究 正 蓬勃 发 展 起 来 。 由 于 细胞 内 
液 的 不 易 分 离 ,并 且 它 的 功能 与 细胞 整体 密 不 可 分 ,因而 体液 的 蛋白 质 组 学 研究 重点 在 血 
浆 与 各 种 组 织 间 液 。 另 外 ,临床 使 用 的 血清 因 其 广泛 的 应 用 价值 ,也 被 归于 体液 的 蛋白 质 
组 学 的 研究 内 容 。 在 此 我 们 简介 各 种 体液 蛋白 质 组 学 的 研究 现状 。 

(一 ) 有 关 血 冰 和 咽 清 

蛋白 质 组 学 的 形成 已 有 近 10 年 的 历史 ,就 像 生命 科学 的 其 他 分 支 一 样 , 蛋 白质 组 学 
的 最 终 目 标 都 是 为 了 更 深入 的 对 生命 进行 认识 ,从 而 能 为 人 类 自身 的 健康 事业 提供 支持 。 
蛋白 质 组 学 的 研究 样本 多 种 多 样 ,无 一 例外 都 是 生物 样本 。 在 蛋白 质 组 自身 的 发 展 中 ,不 
断 地 追寻 着 最 能 反映 生命 本 质 的 生物 样本 。 血 液 通过 循环 系统 与 全 身 各 个 组 织 、 器 官 密 
切 联 系 , 参 与 机 体 各 项 生理 活动 ,维持 机 体 正 常 新 陈 代谢 和 内 外 环境 平衡 。 在 某 些 病理 情 
况 下 ,血液 系统 疾病 除 直接 累及 血液 外 ,还 可 影响 全 身 组 织 \ 器 官 , 而 各 组 织 ` 器 官 的 病变 
也 可 直接 或 间接 地 引起 血液 发 生变 化 。 今 天 ,研究 者 将 目光 集中 到 血浆 和 血清 样本 上 来 。 
血浆 和 血清 样本 的 优点 有 多 种 91 :首先 ,血浆 和 血清 可 能 是 最 容易 获得 的 生物 样本 ,对 
于 大 动物 来 说 ,血浆 和 血清 还 是 可 以 反复 取样 的 生物 样本 。 第 二 ,血浆 和 血清 不 像 其 他 生 
物 样 本 需要 纯化 ,或 者 要 防止 污染 。 第 三 ,血浆 和 血清 的 研究 是 有 相当 长 的 历史 的 , 远 至 
希 波 克 拉 底 时 代 的 医学 研究 就 将 血液 列 为 生命 四 要 素 之 一 。 医 学 的 历史 有 多 长 ,血液 的 
研究 就 有 多 长 。 第 四 ,血浆 和 血清 是 非常 好 的 蛋白 质 组 研究 目标 , 血浆 和 血清 中 不 仅 有 传 
统 意 义 上 的 “血液 蛋白 质 " ,而 且 有 组 织 蛋 白质 (可 以 作为 渗 漏 标志 物 研 究 ) 和 数量 惊人 的 
多 种 多 样 的 免疫 球 蛋 白 ,这 些 蛋 白质 还 有 大 量 的 修饰 存在 。 因 此 ,血浆 和 血清 作为 蛋白 质 
组 研究 目标 来 说 是 非常 合适 的 , 殖 藏 着 巨大 的 信息 资源 。 

血液 样本 可 以 分 成 全 血 、 血浆 和 血清 。 全 血 中 的 可 溶解 部 分 就 是 血浆 ,血浆 在 发 生 族 
结 后 ,形成 的 上 清 部 分 是 血清 。 当 前 的 研究 重点 放 在 血浆 和 血清 上 ,但 是 血清 的 形成 过 程 
中 发 生 了 体外 的 酶 反应 (凝血 机 制 ) ,其 中 涉及 到 了 一 系列 的 级 联 反应 ,对 于 生物 样本 来 说 
不 是 令 人 放心 的 。 而 血浆 要 防止 凝结 ,也 要 加 入 抗 凝 剂 。 所 以 ,现在 两 方面 的 研究 都 很 
多 ,数据 在 一 定 程 度 上 会 有 互补 性 ,并 且 相 互 验证 ,成 为 当今 体液 蛋白 质 组 学 的 研究 主 
战场 。 

血浆 和 血清 样本 的 研究 也 会 碰 到 很 大 的 困难 :1 ,血浆 和 血清 中 的 蛋白 质 是 非常 丰 
富 的 , 据 估计 ,单单 血清 中 就 含有 总 计 约 10 000 种 的 蛋白 质 。 但 丰 度 的 差别 是 巨大 的 。 
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例如 ,每 毫升 血清 中 含有 约 60 一 80msg 的 蛋白 质 成 分 ,而 其 中 大 半 是 白 蛋白 、 免 疫 球 和 蛋白、 
转 铁 和 蛋白、 结合 珠 蛋 白 和 脂 蛋 白 等 少数 种 类 的 蛋白 质 , 种 类 上 占 绝 大 多 数 的 低 丰 度 蛋 白质 
的 含量 与 只 占 少 数 的 极 高 丰 度 的 蛋白 质 浓 度 差 可 达 10" 一 102 倍 。 这 么 高 的 比例 如 果 不 
加 处 理 , 将 严重 影响 对 低 丰 度 蛋 白质 的 检测 。 另 外 ,血浆 和 血清 中 占 重要 地 位 的 糖 基 化 蛋 
白质 有 为 数 众 多 的 多 态 性 。 这 些 都 是 困扰 学 科 发 展 而 有 亚 竺 解决 的 问题 。 


1. 诊断 方向 


血浆 或 血清 蛋白 质 组 学 研究 的 一 项 目标 是 诊断 方向 ,建立 血浆 和 血清 完整 的 蛋白 质 
数据 库 ,结合 各 种 生理 病理 过 程 ,发现 更 多 的 单一 的 或 系列 的 生物 学 标志 物 。 在 此 我 们 分 
样品 前 处 理 和 样品 分 析 两 部 分 来 讨论 。 

(1) 样品 前 处 理 

极 高 的 浓度 差 和 数 以 万 种 的 蛋白 质 类 型 无 疑 是 血清 蛋白 质 组 学 的 研究 瓶颈 ,早期 直 
接 对 血浆 和 血清 样品 进行 双向 凝 胶 电 泳 ,获得 727 个 蛋白 质点 ,鉴定 了 其 中 376 个 ,但 是 
只 是 对 应 了 49 个 蛋白 质 而 已 80] ,其 后 的 工作 虽 有 所 进步 ,但 是 在 鉴定 蛋白 质 的 数量 上 
没有 大 的 提高 181 。 人 们 开始 一 步 步 寻 找 解决 办 法 ,血浆 和 血清 中 有 多 种 情况 影响 了 对 
蛋白 质 组 的 分 析 , 包 括 了 白 蛋 白 、 转 铁 和 蛋白 和 免疫 球 蛋 白 的 高 含量 ,免疫 球 和 蛋白 和 糖 基 化 
蛋 和 白质 的 多 态 性 。 直 接 进 行 分 析 是 非常 困难 的 ,但 是 只 要 结合 附加 的 分 级 措施 ,随后 的 分 
析 就 会 相对 容易 ,而且 能 够 得 到 更 好 的 结果 。 

蛋白 质 的 分 离 技术 已 经 发 展 了 很 多 年 ,其 中 大 多 数 都 可 以 用 来 进行 血浆 和 血清 样品 
的 分 级 处 理 。 这 些 技术 包括 阴阳 离子 交换 色谱 \ 空 间 排 阻 色 谱 \、 亲 和 色 谱 、 踊 水 色谱 和 反 
相 色谱 等 ,还 包括 平面 自由 流 电 泳 和 循环 等 电 聚 焦 等 方法 。 理 论 上 ,只 要 财力 和 物力 可 以 
接受 ,分 级 处 理 技术 对 血浆 和 血清 样品 分 析 的 推进 是 没有 限制 的 。 研 究 者 使 用 各 种 不 同 
的 分 离 策略 ,已 在 血浆 和 血清 中 鉴定 了 更 多 的 蛋白 质 。 

样品 前 处 理 的 一 种 思路 是 :将 样品 尽 可 能 多 地 分 离 成 多 个 部 分 ,使 低 丰 度 蛋 白质 在 每 
一 部 分 的 相对 含量 得 到 增加 ,从 而 可 能 分 析 到 低 丰 度 的 蛋白 质 ; 另 一 种 思路 是 :将 血浆 和 
血清 样品 中 的 高 含量 的 蛋白 质 尽 可 能 除去 ,以 消除 它们 在 分 析 中 带 来 的 负面 影响 。 但 是 
后 一 种 思路 的 实施 有 一 定 的 难度 ,在 血浆 和 血清 样品 中 含量 最 高 的 蛋白 质 是 白 蛋 白 , 它 的 
含量 高 达 50% 左 右 ,但 是 从 样品 中 分 离 白 蛋白 的 努力 很 多 都 失败 了 。 某 些 工 作 显示 ,使 
用 超 滤 等 方法 试图 除去 高 分 子 部 分 是 徒劳 的 ,这 些 努 力 要 么 是 失败 的 ,要 么 有 丢失 样品 中 
其 他 重要 低 丰 度 蛋 白质 的 可 能 182-1841。 但 是 在 另 一 种 高 丰 度 蛋 白质 一 一 免疫 球 蛋 白 的 
去 除 上 倒是 有 成 功 的 工作 ,使 用 的 是 交 联 着 A 蛋白 和 G 蛋白 的 聚 丙烯 酰胺 的 亲 和 柱 ,在 
使 用 这 种 亲 和 层 析 前 后 的 电泳 可 以 看 到 ,免疫 球 和 蛋白 以 及 其 重 链 和 轻 链 浓度 都 大 大 降低 
了 ,而 且 将 亲 和 柱 上 的 蛋白 质 洗 脱 下 来 后 的 电泳 显示 柱 上 的 蛋白 质 几 乎 全 是 免疫 球 蛋 白 
以 及 其 重 链 和 轻 链 0185] 。Joshual185] 等 人 将 多 维 分 离 技术 与 质谱 技术 相 结合 ,在 方法 学 上 
进行 了 探索 。 具 体 方法 :将 取 自 健康 女性 的 血清 蛋白 质 样本 先 以 蛋白 质 AMG 的 亲 和 色 谱 
分 离 去 除 免 疫 球 蛋 白 组 分 , 胰 和 蛋白酶 酶 解 之 后 用 强 阳 离子 交换 色谱 将 样品 分 成 120 个 组 
分 ,每 份 组 分 分 别 进 入 反 相 LC-MSVXMS ,最 后 使 用 SEQUEST 软件 分 析 数 据 。 用 这 人 一方 
法 ,他 们 检测 到 共 490 种 血清 蛋白 质 , 比 未 经 分 离 步 又 的 血清 样品 中 发 现 的 蛋白 质 种 类 增 
加 了 3 一 S$ 倍 ,而 且 还 发 现 了 一 些 丰 度 低 至 ngMml 的 蛋白 质 ,例如 ,人 生长 激素 .白介素 12 
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和 前 列 腺 特异 抗原 。Joshua 等 人 还 将 490 种 血清 蛋白 质 中 的 134 种 进行 了 归 类 , 既 在 方 
法 学 上 有 所 改进 ,又 为 血清 蛋白 质数 据 库 的 建立 和 可 能 的 生物 学 标志 物 的 发 现 做 出 了 贡 
献 。 虽 然 这 些 工 作 已 经 取得 了 很 大 的 突破 ,但 是 现在 能 够 做 的 离 真正 的 目标 还 很 远 , 血 浆 
和 血清 样品 中 的 蛋白 质 总 数 远 远 超过 现在 所 能 检测 的 ,而 且 其 中 还 有 很 多 的 糖 基 化 、 磷 酸 
化 等 多 态 性 。 总 之 ,现在 我 们 能 检测 的 血浆 和 血清 中 的 蛋白 质 和 估计 的 蛋白 质 总 数 相 比 
实在 是 相差 悬殊 。 

本 实验 室 也 开展 了 使 用 循环 等 电 聚 焦 和 多 维 色 谱 技 术 进 行 样品 分 级 的 工作 ,取得 了 
良好 的 结果 ,相应 情况 见 有 关 章 节 。 

另外 ,还 有 不 经 过 任何 前 处 理 的 大 规模 、 超 微量 高 通 量 、 全 自动 租 选 蛋白 质 的 技术 路 
线 ,近来 ,美国 Ciphergen( 赛 弗 吉 ) 公 司 研制 的 ProteinChip&Array 的 仪器 ,并 建立 了 一 种 新 
的 蛋白 质 飞行 质谱 , 即 表面 增强 的 激光 解析 离子 化 -飞行 时 间 - 质 谱 (surface-enhanced laser 
desorption/inionation-time of 世 ght-mass spectra, SELDI-TOF-MS ) , 这 样 的 技术 平台 。 
SELDITOF-MS 已 取得 可 喜 的 进展 ,筛选 出 了 许多 与 疾病 相关 的 新 型 生物 学 标志 物 , 不 
仅 为 临床 疾病 的 诊断 和 治疗 等 提供 了 新 的 选择 ,而且 在 基础 研究 .新药 开发 和 疾病 预防 等 
方面 具有 广阔 的 应 用 前 景 。 

(2) 样品 分 析 

血浆 和 血清 样品 的 分 析 可 以 大 致 的 分 成 两 种 思路 :一 是 前 处 理 后 进行 双向 凝 胶 电 泳 
再 进行 质谱 检测 ,二 是 直接 进行 混合 物 酶 解 再 进行 液 质 联 用 检测 。 

意大利 学 者 在 研究 局 灶 性 节 段 性 明 小 球 硬 化 症 (focal segmental glomerulo-sclerosis， 
FSGS, 一 种 危险 的 青少年 疾病 ,可 导致 严重 的 肾 功能 不 全 ) 时 ,使 用 的 是 前 二 种 方法 ,采用 
先 色谱 后 电泳 的 策略 分 析 了 病人 的 血浆 样品 ,其 色谱 过 程 的 基础 是 A 蛋白 `G 蛋白 或 Br- 
CN 等 交 联 的 琼脂 糖 凝 胶 亲 和 色谱 技术 !1861]。 共 纯化 了 10 种 差别 表达 的 血浆 蛋白 质 , 质 
谱 览 定 了 其 中 6 种 ,分 别 是 白 蛋 白 异 构 体 fibulin、 载 脂 蛋 白 朴 玻 基 结 合 素 (vitronectin)、 
纤维 蛋白 原 yY 链 和 植物 凝集 素 相关 的 丝氨酸 蛋白 水 解 酶 。 

后 一 种 方法 是 做 所 谓 “shotgun 的 质谱 检测 ,就 是 混合 物 直接 酶 解 后 进行 多 维 色谱 分 
离 并 进行 质谱 检测 。 前 面 提 到 的 Joshua 等 人 的 工作 ,样品 分 析 时 就 采用 了 这 种 方法 。 他 
们 共 找 到 了 490 种 蛋白 质 ,这 是 在 血清 样品 中 找到 蛋白 质数 量 上 的 最 高 记录 [85]。 

不 难 想象 ,蛋白 质 组 的 图 谱 是 很 复杂 的 ,这 里 包括 经 过 或 未 经 前 处 理 的 所 有 双向 凝 胶 
电泳 的 图 谱 和 质谱 的 图 谱 , 将 其 直接 地 不 加 分 析 地 使 用 在 临床 诊断 中 ,是 有 相当 大 的 困 
难 的 ,同时 这 也 超出 了 临床 医生 的 能 力 范围 。 因 此 ,临床 蛋白 质 组 的 图 谱 识别 就 成 为 实际 
上 的 瓶颈 问题 。 

蛋白 质 组 的 图 谱 识 别 是 生物 学 中 少 有 的 、 复 杂 的 \ 带 有 类 似 数学 性 质 的 问题 。 但 是 ， 
随 着 近年 来 各 种 相关 技术 和 方法 的 发 展 ,尤其 是 计算 机 技术 的 进步 ,原来 一 些 难以 在 实验 
室 中 完成 的 计算 过 程 也 变 得 容易 起 来 。 另 一 方面 ,有 越 来 越 多 的 工作 显示 ,数学 中 的 某 一 
些 分 支 ,如 智能 神经 网 络 、 丛 分 析 和 遗传 算法 等 在 临床 蛋白 质 组 工作 中 有 很 重要 的 使 用 价 
值 。 

应 该 承认 ,关于 临床 蛋白 质 组 中 的 计算 机 和 数学 的 内 容 是 超出 本 书 的 范围 的 。 但 是 ， 
这 些 工作 已 经 产生 了 巨大 的 成 果 ,并 可 能 对 临床 诊断 学 带 来 革命 性 的 变化 ,从 这 些 工 作 中 
看 到 的 是 蛋白 质 组 学 作为 一 门 新 学 科 和 其 他 领域 的 科学 结合 的 “化 学 反应 ”。 美 国 的 两 大 
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医疗 卫生 机 构 NCI 和 FDA 联合 开展 了 对 疾病 诊断 的 研究 ,成立 了 临床 蛋白 质 组 计划 
(Clinical Proteomics Program ) ,并 和 计算 机 软件 公司 (Correlogic Systems Inc. ) 合 作 , 在 
2002 年 初 在 著名 的 医学 杂志 《 柳 叶 刀 》 上 发 表 了 一 篇 重要 的 文章 !14871。 他 们 前 所 未 有 地 将 
蛋白 质 组 学 和 人 工 智能 计算 机 技术 整合 到 一 起 ,应 用 到 临床 诊断 中 去 ,并 取得 了 惊人 的 成 
果 。 根 据 文章 的 介绍 ,蛋白 质 组 学 技术 产生 的 质谱 图 谱 经 过 人 工 智 能 的 软件 自我 学 习 模 
式 的 分 析 ,诊断 准确 率 非 常 高 ,阳性 检 出 率 达 到 100% ,对 照 组 阴性 检 出 率 是 94% 。 试 验 
中 使 用 的 是 病人 和 健康 人 的 血清 ,使 用 SELDILTOF 技术 获得 质谱 图 谱 , 开 发 的 软件 系统 
能 够 使 用 遗传 算法 和 丛 分 析 方 法 ,对 已 知 的 癌症 样本 和 对 照 健康 人 样本 进行 自学 习 过 程 ， 
优化 “ 丛 类 型 "的 识别 , 随 着 样本 数量 的 增加 ,软件 对 癌症 与 健康 两 个 丛 " 的 识别 越 来 越 准 
确 , 就 可 以 运用 到 临床 诊断 中 去 了 。 可 以 认为 ,从 基因 组 计划 开始 ,数学 和 计算 机 技术 已 
经 深 深 地 扎根 于 现代 生物 学 当中 ,但 是 在 蛋白 质 组 领域 内 的 这 种 突破 性 的 结合 才刚 刚 开 
始 , 这 些 技术 将 来 会 更 多 地 应 用 在 蛋白 质 组 的 其 他 方面 。NCI 和 FDA 的 科学 家 继续 在 其 
他 癌症 的 诊断 领域 开展 工作 ,不 久之 后 ,对 前 列 腺 癌 的 类 似 工 作 也 取得 了 成 功 088]。 有 着 
这 些 工作 背后 的 巨大 的 商业 价值 的 支撑 ,类 似 工 作 会 迅速 开展 起 来 ,难怪 他 们 的 负责 人 会 
说 :”"We are extremely optimistic that this nevw approach will prove useful in detecting and 


diagnosing many other cancers and diseases in the future 。 
2. 治疗 方向 


血浆 或 血清 蛋白 质 组 学 研究 的 另 一 项 目标 是 治疗 方向 , 旨 在 筛选 疾病 相关 抗原 发现 
自身 抗体 找寻 药物 作用 靶 点 和 构建 疫苗 。 当 前 较为 流行 的 思路 是 血清 学 蛋白 质 组 分 析 
(serological proteome analysis,SERPA) 路 线 , 即 研究 整个 致 病 微 生物 或 疾病 组 织 蛋 白质 组 
在 血 中 所 起 的 整体 性 体液 免疫 反应 。 这 归功 于 几 个 方面 的 重大 突破 !189] : 致 病 微 生物 (如 
闪 原 虫 号 浆 虫 分 枝 杆菌 、 链 球菌 、\ 沙 门 氏 菌 等 ) 疾病 组 织 基因 组 学 及 蛋白 质 组 学 的 成 
果 , 诸 如 蛋白 质 芯片 这 样 的 高 通 量 、 微 量化 自动 化 .大 规模 的 检测 技术 的 建立 ,生物 信息 
学 对 海量 数据 的 整理 .计算 、 分 析 、 理 解 。 我 们 可 以 用 一 幅 基 于 2DE 的 实验 设计 (图 
23.4)0192] 来 概括 SERPA 的 战略 思想 。 


到 二 





2 区 或 多 奖品 行 操作 ) 
考 马上 由 Il~lmg 电 转 膜 
质谱 鉴定 蛋白 质 染 色 免疫 染色 


图 23.4 血清 学 蛋白 质 组 分 析 路 线 
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本 着 这 样 的 思想 ,研究 者 们 开展 了 一 系列 极 具 临 床 应 用 价值 的 工作 。 

Kladel190] 等 人 先 比较 了 健康 肾脏 与 肾 细胞 癌 肾 脏 组 织 的 2-DE 蛋白 质 图 谱 ,再 分 别 
用 病人 及 健康 人 的 血清 样本 进行 免疫 杂交 ,结果 发 现 肾 细胞 癌 肾 脏 组 织 的 2-DE 蛋白 质 
图 谱 上 有 5 个 特异 性 的 点 与 病人 血清 样本 发 生 免 疫 反 应 ,提示 这 5 个 点 的 蛋白 质 可 能 是 
肿瘤 相关 抗原 。 用 Edman 降解 法 分 析 其 中 2 个 蛋白 质 的 胰 蛋 白 酶 酶 解 肽 段 后 ,鉴别 出 这 
两 种 肿瘤 相关 抗原 分 别 是 平滑 肌 有 蛋白 22-c 和 碳酸 酥 酶 (carbonic anhydrase TI, CAI)。 
Hanashll90 等 人 也 以 肺癌 为 模型 做 了 相似 的 工作 , 旨 在 寻找 与 肿瘤 相关 抗原 起 反应 的 血 
清 中 的 自身 抗体 。 

Orestal192] 等 人 的 工作 比较 系统 , 先 用 收集 74 个 健康 成 人 和 30 例 感染 了 金黄 色 葡 萄 
球菌 病人 的 血清 样本 ,用 传统 血清 学 方法 分 别 筛选 出 $ 名 高 免疫 血清 样本 金黄 色 葡 萄 球 
菌 。 再 用 培养 的 金黄 色 葡 萄 球菌 (COL 菌株 ) 制 备 蛋 白质 样品 ,做 平行 的 2-DE 实验 ,一 部 
分 上 样 量 较 低 的 2-DE 胶 与 已 选择 的 高 免疫 血清 样本 进行 免疫 杂交 ,ECL 方法 选择 出 21 
个 点 进行 胶 内 酶 解 结合 MS 鉴定 ;一 部 分 上 样 量 为 毫克 级 的 2-DE 胶 与 MS 相 联系 以 鉴别 
目标 蛋白 质 。MALDI-TOF-MS 共 鉴 定 出 15 种 已 知 或 未 知 蛋白 质 作 为 细菌 疫苗 候选 搞 
原 。Lockt123: 等 人 相同 的 办 法 ,寻找 到 幽门 螺杆 菌 中 的 5 组 候选 抗原 。 


《一 ) 有 天 脑 背 液 


脑 养 液 存在 于 脑室 系统 、 脑 周围 的 脑 池 和 蛛网 膜 下 腔 内 ,被 视 为 脑 和 兰 人 的 组 织 液 和 
淋巴 。 脑 脊 液 的 主要 功能 是 在 脑 ` 兰 通 和 颅 腔 、 椎 管 之 间 起 缓冲 的 作用 ,具有 保护 作用 。 
脑 浸 浴 于 脑 状 液 中 ,由 于 浮力 的 作用 ,使 脑 的 重量 减轻 到 仅 S0g 左右 。 另 外 ,脑脊液 还 作 
为 脑 和 血液 之 间 进 行 物质 交换 的 中 介 。 成 年 人 的 脑脊液 总 量 约 130ml。 每 天 生成 的 脑 着 
液 约 800ml ,为 脑脊液 总 量 的 5 一 6 倍 。 但 同时 有 等 量 的 脑 脊 液 被 吸收 入 血液 以 较 高 的 更 
新 效率 进行 新 陈 代谢 。 正 常 脑 脊 液 中 含 极 微量 蛋白 质 , 且 绝 大 部 分 是 白 蛋 白 , 球 蛋 白 仅 有 
微量 。 在 发 生 某 些 疾病 时 (如 感染 性 脑膜 炎 脑 腑 肿 、 脑 出 血 、 脑 瘤 出 血 、 蛛 网 膜 下 腔 出 血 和 
外 伤 、 脑 血栓 形成 或 栓塞 、 病 毒性 脑病 .中 毒性 脑病 等 ) ,脑脊液 中 的 蛋白 质 可 发 生 不 同 程 
度 的 量变 和 质变 , 且 多 为 球 蛋 白 。 例 如 , 波 特 兰 - 俄 勒 由 卫生 科技 大 学 (OHSU) 的 研究 人 
员 发 现 阿 尔 茨 海 默 病 与 脑脊液 里 乳 铁 蛋 白 的 含量 升 高 是 阿尔 茨 海 默 病 恶 化 的 一 个 征兆 ; 
用 ELISA 测 定 阿 尔 蒋 海 默 病 、 多 发 性 梗死 性 痴呆 及 其 他 神经 系统 疾病 患者 脑脊液 中 Tau 
蛋白 含量 ,证实 脑 养 液 Tau 蛋白 的 升 高 有 助 于 阿尔 茨 海 默 病 的 诊断 和 鉴别 诊断 。 

TownsendL194J(Oxford Glycosciences) 以 2-DE 分 离 结合 质谱 识别 技术 ,进行 了 旨 在 从 
脑 脊 液 中 发 现 阿尔 蒋 海 默 病 的 蛋白 质 类 疾病 标志 物 的 工作 。 通 过 对 来 源 于 228 名 病人 总 
计 512 个 血浆 或 脑 状 液 蛋白 质 样 本 的 检验 ,发 现 关 键 性 的 血浆 蛋 折 质 (如 白 蛋 白 、 转 铁 蛋 
白 、 免 疫 球 蛋 白 ) 在 血 桨 和 脑脊液 中 的 含量 有 显著 的 差异 ,似乎 有 选择 机 制 将 这 些 关 键 性 
的 血浆 蛋白 质 从 脑 养 液 中 移 去 却 富 集 了 结合 珠 蛋 白 等 另 一 些 种 类 的 和 蛋白质; Townsend 所 
作 的 脑 兰 液 蛋 白 表 达 谱 共 注 释 了 1 131 个 点 ,潜在 的 阿尔 蒋 海 默 病 标志 物 就 存在 其 中 。 

Davidssonl155 等 大 从 突 触 病理 学 角度 出 发 ,运用 蛋白 质 组 学 液 相等 电 聚 焦 等 手段 研 
究 不 同 病 理 时 期 病人 脑 脊 液 蛋 白质 图 谱 中 的 突 触 蛋白 在 神经 精神 病 类 疾病 的 作用 。 他 们 
发 现 特殊 种 类 的 突 触 吉 和 蛋白 在 神经 胞 外 传导 中 发 挥 重 要 作用 ; 突 触 前 蛋白 的 作用 涉及 神 
经 元 生长 .再 生 萌芽 和 组 织 受 损 后 的 突 触 重组 等 多 方面 ; 患 精神 分 裂 症 或 阿尔 欧 海 默 病 
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时 ,许多 种 类 的 突 触 蛋 日 的 表达 情况 都 发 生 改 变 ,这 些 疾 病 特异 蛋白 (disease-specific pro- 
tein,DSP) 为 深入 了 解 疾病 病理 更 好 地 进行 早期 诊断 提供 了 线索 ;Rohlfft196] 总 结 了 迄今 
为 止 所 发 现 的 存在 于 各 种 急性 或 慢性 中 枢 神 经 系统 疾病 的 30 余 种 DSP, 认 为 对 某 种 神经 
系统 失调 疾病 而 言 ,特异 而 灵敏 的 标志 物 是 一 系列 DSP 而 非 某 种 单一 蛋白 质 ,这 也 正 是 
蛋白 质 组 学 所 反映 的 系统 论 思想 的 精 人 所 在 。 

应 该 指出 ,脑脊液 是 成 分 复杂 的 生物 样本 ,尤其 是 其 中 富 含 多 种 盐 类 对 相对 少量 蛋白 
质 的 分 离 有 很 大 影响 。YuanLl971 等 人 的 工作 很 有 特色 ,他 们 在 走 常规 的 2-DE-MALDT- 
MS 路 线 之 前 ,加 入 了 三 种 不 同 的 除 盐 方法 制备 脑脊液 蛋白 质 样品 :丙酮 沉淀 法 、TCA/ 丙 
酮 沉淀 法 和 Bio-Spin 柱 预 处 理 法 。 其 中 ,Bio-Spin 柱 是 一 种 预制 的 脱盐 柱 ,使 用 离心 法 ， 
相对 分 子 质 量 小 于 6 000 的 分 子 在 离心 时 留 在 柱 上 ,相对 分 子 质 量 较 大 的 蛋白 质 则 可 以 
通过 。 经 对 比 ,Bio-Spin 柱 预 处 理 法 蛋白 质 损失 量 最 低 且 发 现 蛋 白质 斑点 数 最 多 ,是 一 种 
很 值得 推荐 的 样品 脱盐 方式 。Yuan 等 人 选取 病因 不 明 的 原 发 性 后 背 痛 (idiopathic low 
back pain) 模 式 疾病 ,通过 对 病人 腰 穿 进行 脑脊液 取样 ,经 蛋白 质 组 学 研究 ,鉴定 了 61 个 
点 ,反映 的 是 22 种 蛋白 质 , 其 中 6 种 蛋白 质 为 首次 报道 ,不 仅 丰 富 了 脑脊液 蛋白 质数 据 
库 ,而 且 提供 了 若干 潜在 的 疾病 标志 物 。 

在 辨别 相近 种 类 的 神经 精神 疾病 方面 ,Choel198] 等 人 做 了 探索 性 的 工作 。 他 们 选取 
Creutzfeld-Jakob disease(CJD) 的 两 个 类 型 : ante mortem variant Creutzfeld-Jakob disease 
(vCJD) 和 ante mortem sporadic Creutzfeld-Jakob disease(spCJD) 作 为 研究 对 象 ,分 别 取 2 
例 vCJD 病人 3 例 spCJD 病人 和 3 例 对 照 用 的 脑 状 液 蛋 白 质 样品 ,制备 2-DE 蛋白质 表 达 
图 谱 , 运 用 从 分 析 的 方案 进行 图 谱 识 别 ,结果 表明 阿 朴 脂 蛋 白 E(apolipoprotein 下 ) 等 7 种 
脑脊液 蛋白 质 是 区 别 这 两 种 CJD 疾病 的 可 能 标志 物 。 这 一 工作 中 脑 兰 液 没有 脱盐 处 理 ， 
因而 2-DE 的 图 谱 不 太 理 想 ,但 能 得 到 分 析 结 果 ,看 来 丛 分 析 在 蛋 白 质 组 学 中 发 挥 的 作用 
不 容 忽视 。 

脑脊液 鼻 漏 是 一 种 较 常 见 的 疾病 ,其 发 生 主 要 是 因为 得 骨 筛 板 和 额 塞 后 壁 骨 板 甚 薄 ， 
并 与 硬 脑 膜 紧密 相连 ,外伤 时 骨 板 与 硬 脑膜 易 同 时 破裂 。 脑 兰 液 鼻 漏 可 分 为 外 伤 性 和 非 
外 性 两 种 。 外 伤 性 以 头 部 损伤 为 最 常见 病因 。 非 外 伤 性 主要 由 于 颅 内 肿瘤 、 脑 积 水 \ 颅 底 
畸形 或 颅骨 骨髓 炎 等 引起 。 有 蛋白 质 组 学 的 方法 业已 进行 子 脑 脊 液 曙 漏 的 多 分 子 标 志 物 的 
检测 ,BurkhandL199] 等 用 18 例 脑脊液 鼻 漏 病人 的 鼻腔 中 脑脊液 . 鼻 黏 液 和 血浆 的 混合 物 
制备 蛋白 质 样本 ,进行 2-DE 等 分 析 , 找 到 了 转 铁 蛋 白 . 前 列 腺 素 了 D 合成 酶 等 已 知 或 未 知 
的 $ 种 和 蛋白质 标志 物 。 

另外 ,在 脑 状 液 的 蛋白 质 组 学 方法 的 探索 道路 上 ,一 些 研究 小 组 也 进行 了 有 益 的 举 
试 。 例 如 ,Tseng!2o] 等 人 用 填充 了 十 三 烷 基 硕 酸 钠 (SDS) 和 多 聚 环 氧 乙 烷 (PEO) 的 毛细 
管 进 行 电泳 分 离 脑脊液 或 唾液 的 蛋白 质 样 品 取得 较 好 的 效果 ;先进 的 离子 阱 傅 里 叶 转 换 
离子 回旋 加 速 器 共振 质谱 仪 (electrospray iomization FEourier transform ion cyclotron reso- 
nance mass spectrometry,ESI-FTICR-MS) 也 被 用 于 包括 脑脊液 . 血 桨 唾液 和 尿 液 在 内 的 
多 种 体液 的 蛋白 质 组 学 研究 :2001 中 。 应 用 聚 四 氟 乙 烯 (teflon) 为 MALDI-TOF-MS 新 的 包 
埋 基 质 的 工作 22 也 从 脑脊液 蛋白 质 的 2-DE 图 谱 中 找到 了 9 个 潜在 的 标志 物 。 美 国 
OGS 生物 公司 也 不 甘 落 后 ,利用 先进 的 技术 检测 ,分析 了 数 百 份 阿 尔 茨 海 默 病 患者 不 同 
时 期 的 脑脊液 标本 ,尽管 结果 尚未 正式 公布 ,但 已 初步 发 现在 该 病 发 展 过 程 中 是 由 于 和 蛋白 
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质 表 达 措 常 。 
总 之 ,脑脊液 的 蛋白 质 组 学 研究 在 中 枢 神经 系统 疾病 的 蛋白 质 组 学 研究 领域 占有 重 
要 的 一 席 ,我 们 可 以 从 图 23.5"225 看 出 脑脊液 的 蛋白 质 组 学 研究 在 这 一 领域 的 地 位 。 


有 明确 指 征 的 中 枢 神经 疾病 
生物 样品 获取 网 络 


aa 








中 枢 神经 组 织 : 
(D) LCM 纯 化 





脑 养 液 : 








(2) 细胞 腊 (1) 疾病 相关 和 蛋白质 

G) 突 触 小 体 蛋白 质 C) 神经 肽 

(4) 功能 性 富 集 (比如 (3) 神经 递 质 
使 用 肝素 ) 










发 现 目标 蛋白 质 
发 现 蛋 白质 通路 
小 分 子 抑制 齐 
临床 前 试验 : 
动物 模型 试验 
临床 试验 


图 23.5 脑 脊 液 的 蛋白 质 组 学 与 中 枢 
神经 系统 疾病 的 蛋白 质 组 学 






三 ) 有 天 尿 液 


尿检 是 临床 常见 的 检查 , 它 是 全 身 疾 病 检查 的 一 部 分 , 除 检查 常见 的 泌尿 系统 疾病 
( 肾 、 肾 更、 膀胱 .尿道 ,炎症 肿瘤、 结石 ) 之 外 ,还 用 来 作为 诊断 糖尿 病 、 肝 病 ` 血液 病 等 疾 
病 的 参考 指标 。 屎 液 的 和 蛋白质 组 学 研究 的 应 用 前 景 越发 广阔 。 

最 近 , 以 肾脏 范 可 尼 综 合 征 (renal Fanconi syndrome) 为 对 象 ,运用 在 线 的 nanoLC- 
MSVMMS 技术 ,Cutillas!2031 等 人 检测 了 来 源 于 3 例 病 人 的 100 余 份 尿 液 的 蛋白 质 样本 ,发 
现 了 若干 (包括 未 知 蛋 白质 在 内 ) 可 能 的 生物 活性 多 肽 类 标志 物 。 考 虑 到 尿 液 的 成 分 复 
杂 ,Cutillas 等 人 设计 了 几 步 行 之 有 效 的 样品 处 理 过 程 : 先 用 固 相 抽 提 (SPE) 除 盐 , 酶 解 后 
的 肽 段 以 强 阳 离子 交换 色谱 柱 (SCX) 分 离 ,SCX 所 得 的 各 组 分 再 经 反 相 液 相 色谱 并 进行 
在 线 的 串联 质谱 分 析 , 这 样 的 实验 设计 体现 了 和 蛋白质 组 学 中 蛋白质、 多 肽 及 肽 段 需要 充分 
分 离 的 思想 。 

质谱 免疫 分 析 (mass sepctrometric immunoassay,MSIA) 这 一 蛋白 质 组 学 技术 综合 了 
亲 和 捕 获 的 选择 性 和 质谱 识别 的 灵敏 性 的 优点 ,可 进行 完整 蛋白 质 的 辨认 ,是 辨别 蛋白 质 
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突变 体 、 翻 译 后 修饰 物 及 断裂 产物 等 蛋白 质变 异体 的 利器 。Kiernant204J 等 人 利用 质谱 免 
疫 分 析 技 术 对 比 了 尿 液 与 血浆 中 的 视 黄 醇 结 合 蛋 白质 (retinol binding protein,RBP) 图 谱 
的 异同 ,发 现 了 一 些 全 新 的 只 在 尿 液 中 存在 的 视 黄 醇 结 合 蛋 白 分 解 代谢 产物 。 另 外 ,他们 
还 比较 了 健康 人 和 肾脏 损伤 患者 尿 液 RBP 图 谱 的 差异 。 

据 报道 ,中 风 倾 向 的 自发 性 高 血压 疾病 (strok-prone spontaneously hypertensive dis- 
ease,SHRSP) 会 引发 高 水 平 的 蛋白 尿 。Sironil205] 等 人 以 鼠 为 模式 动物 ,运用 2-DE 追踪 患 
病 鼠 尿 液 和 血清 中 蛋白 质 表达 情况 ,并 与 核磁 共振 成 像 (MRI) 及 组 织 学 手段 对 比 患 病 鼠 
脑 部 的 变化 ,发现 了 先 于 MRI 或 组 织 学 检测 的 因 炎症 反应 、 脉 管 渗透 性 改变 所 致 的 尿 液 
蛋白 质 表达 谱 的 改变 (包括 转 铁 蛋 白白 蛋白 .血液 结 合 素 .w-HS - 糖 蛋白 血管 舒 组 素 结 
合 蛋 和 白 等 ) ,这 是 从 系统 水 平 解释 SHRSP 引发 蛋白 尿 的 机 制 , 同 时 也 提供 了 一 系列 可 能 
的 疾病 标志 物 。 

SELDITOF 技术 的 商品 化 ,使 得 面向 蛋白 质 组 学 的 尿检 成 为 可 能 ,Hampell209 等 人 
进行 了 初步 的 实验 ,他 们 对 20 只 雄性 Spbrague-Dawley 鼠 和 25 名 肾病 患者 进行 追踪 式 的 
尿 液 取 样 ,运用 SELDI-TOF 技术 分 析 ,分别 在 鼠 及 病人 尿 液 中 发 现 了 4 种 不 同 相 对 分 子 
质量 的 蛋白 质 的 量变 ( 鼠 :9.9x103,18.7x103,21.0x103 和 66.3Xx103; 人 :9.75X103， 
11.75x103,23.5x103 和 66.4x103)。Vlahoul207 1] 用 SELDI-TOF-MS 技术 分 析 患 者 尿 
液 中 的 蛋白 质 ,发 现 多 种 蛋白 质 的 差别 表达 ,其 中 包括 $ 种 异常 的 新 蛋白 和 7 种 异常 的 蛋 
白质 组 合 ,相对 分 子 质 量 从 3.3x103 至 13.3 x 103 不 等 ,从 而 把 检测 早期 膀胱 癌 的 准确 
率 从 泌尿 细胞 学 法 的 33% 提高 到 78% 。 这 些 结果 再 次 证 明 SELDI-TOF 技术 是 一 种 高 
灵敏 高通 量 重复 性 好 的 痕 量 样品 分 析 方 法 ,应 用 前 景 广阔 。 


《四 ) 有 天 董 液 


我 国 古代 养生 学 十 分 重视 唾液 ,用 汉字 表现 , 便 是 一 个 “ 活 " 字 。 古 人 认为 , 舌 旁 有 水 ， 
即 有 唾液 ,才能 成 其 " 活 ” ,可 见 唾液 对 于 人 的 生命 活动 多 么 重要 。 现 代 医 学 认为 ,唾液 中 
包含 了 血浆 中 的 各 种 成 分 ,包括 黏 蛋 白 、 球 蛋白 等 10 多 种 酶 、. 近 10 种 维生素 、 多 种 矿物 质 
以 及 有 机 酸 和 激素 。 比 如 ,有 一 种 叫 唾液 腺 激素 的 物质 能 促进 细胞 的 生长 和 分 型 ,并 能 加 
速 核糖 核酸 蛋白 质 的 合成 ;还 有 一 种 过 氧化 物 酶 ,可 以 抑制 致癌 物质 的 毒性 。 因 而 ,唾液 
的 蛋白 质 组 学 研究 也 是 极为 必要 的 。 

目前 ,唾液 的 蛋白 质 组 学 研究 还 处 于 起 步 阶段 。Yaol208] 等 人 以 常规 的 2-DE-MS 路 
线 ,研究 了 取 自 腮腺 分 沁 物 . 颌 下 腺 /天 下 腺 分 沁 物 .唾液 以 及 牙 釉 质 (acquired enamel pel- 
licle, 俗 称 球 琅 质 ,其 蛋白 质 前 体 源 于 唾液 ) 的 蛋白 质 样品 ,发现 唾液 和 牙 釉 质 的 蛋白 质 图 
谱 比 腮腺 分 弯 物 和 颌 下 腺 /天 下 腺 分 记 物 的 蛋白 质 图 谱 更 为 复杂 ;虽然 牙 釉质 的 蛋白 质 前 
体 源 于 唾液 ,但 它们 的 蛋白 质 图 谱 有 着 显著 的 差异 。 这 些 结果 对 于 数据 库 的 建立 以 及 深 
人 认识 口腔 疾病 大 有 神 益 。 

唾液 蛋白 质 组 学 研究 的 另外 一 个 研究 方向 与 嗜 血 节 肢 动物 有 关 , 这 类 节肢 动物 的 唾 
液 内 含有 大 量 能 严重 影响 宿主 止血 系统 、 炎 症 反 应 系统 和 免疫 系统 功能 的 物质 ,对 这 类 节 
肢 动物 的 唾液 进行 蛋白 质 组 学 研究 也 是 揭示 多 种 疾病 发 生发 展 的 途径 之 一 09'210] 。 


五) 其 他 


任何 一 种 体液 都 反映 相应 细胞 组织 或 器 官 内 外 环境 的 情况 ,它们 都 可 以 成 为 蛋白 质 
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组 学 的 研究 内 容 。 除 了 上 面 介 绍 的 几 种 体液 的 蛋白 质 组 学 研究 工作 外 ,乳汁 乳头 吸出 液 、 
胰 液 \, 胆 汁 、. 关 节 滑 液 等 体液 的 蛋白 质 组 学 研究 也 开始 了 萌芽 阶段 的 工作 。 

乳头 吸出 液 (nipple aspirate fluid,NAF) 和 蛋白 质 均 为 乳腺 特异 性 的 和 蛋白质, 而且 一 般 
情况 下 比 血 液 中 相应 蛋白 质 的 浓度 水 平 要 高 。Paweletzl204 等 人 以 SELDITOF 技术 检测 
分 析 了 12 例 乳 腺 癌 患 者 和 15 例 健 康 妇 女 的 乳头 吸出 液 , 初 步 建立 了 乳头 吸出 液 蛋白 质 
表达 数据 库 。 随 后 ,Sautert2122 等 人 也 用 同样 的 技术 检测 分 析 了 20 例 乳 腺 癌 患 者 和 13 例 
健康 妇女 的 乳头 吸出 液 , 找 出 了 5 个 差别 表达 的 蛋白 质 ,其 中 灵敏 性 及 特异 性 良好 (乳腺 
癌 患 者 中 检 出 率 为 73% 一 84% ,健康 妇女 仅 为 0% 一 9% 。 有 望 成 为 乳腺 癌 标 志 物 的 是 相 
对 分 子 质量 分 别 为 6 500 和 15 940 的 两 种 蛋白 质 。 

最 近 Rosty[2134 等 人 用 含有 铜 离子 的 IMAC-3 蛋白 质 生物 芯片 鉴定 出 一 种 相对 分 子 
质量 约 16 570 的 蛋白 质 ,经 鉴定 , 它 是 从 急性 胰腺 炎 和 肝 细 胞 癌 患 者 的 胰 泡 中 释放 出 的 
一 种 名 为 HIP/PAP-I(hepatocarcinoma-intestine-pancreas/ pancreatitis-associated-protein IT) 
的 蛋白 质 , 它 在 胰腺 癌 患 者 的 胰 液 中 检 出 率 为 67 % , 而 在 其 他 类 胰腺 疾病 中 的 检 出 率 仅 
为 17% ,具有 较 好 的 特异 性 。 患 者 的 胰 液 和 血清 中 HIP/PAP-I 水 平 与 对 照 组 相 比 的 结 
果 ,都 提示 了 可 以 依据 患者 胰 液 中 HIPAPAP-I 的 含量 来 辅助 鉴别 胰腺 瘤 。 

由 于 胆汁 成 分 复杂 ,Starkl214] 等 人 精心 设计 了 实验 步骤 (氯仿 /甲醇 抽 提 后 ,经 甲醇 / 
所 乙烯 的 反 相 色谱 分 离 ,最 后 氯仿 /甲醇 中 进行 凝 胶 过 滤 ) ,针对 其 中 的 下 水 性 蛋白 质 , 进 
行 1D-SDSMPAGE:MS 分 析 ,首次 在 胆汁 中 报道 了 血红 蛋白 w 链 、ATP 合成 酶 脂 结合 蛋白 
亚 基 9 胰岛 素 样 生长 因子 结合 蛋白 7 的 N 端 片段 和 单 核 细 胞 差异 抗原 CD14 的 中 间 
片段 。 
目前 ,关节 滑 液 (synovial fluid,SF) 的 常规 临床 检查 主要 是 物理 化 学 特征 方面 ,包括 
透明 度 、 黏 度 、 和 葡萄 糖 含量 、 蛋 白质 浓度 和 细胞 计数 与 形态 观察 ,这些 远 不 能 满足 对 各 类 关 
节 炎 疾病 的 类 型 及 病理 时 期 精确 检测 的 要 求 。 关 节 滑 液 蛋白 质 组 学 研究 正 是 区 别 不 同 疾 
病 类 型 .发 现 疾病 相关 和 蛋白质 的 一 个 行 之 有 效 的 研究 手段 。Andreal25]1 等 人 选取 6 例 风 
湿性 关节 炎 、3 例 骨 关节 炎 和 1 例 反 应 性 关节 炎 病 人 的 关节 滑 液 样本 , 走 2-DE-MALDT 
TOF-MS 的 蛋白 质 组 学 常规 路 径 ,pH4-7 的 2-DE 图谱 上 显示 约 300 个 点 , 共 鉴 别 了 150 
个 点 ,并 对 比 了 相应 的 病人 血清 蛋白 质 表达 谱 , 发 现 纤维 蛋白 原 B 链 降解 产物 只 存在 于 关 
节 滑 液 中 , 胞 浆 素 B 和 Calgranulin C 是 风湿 性 关节 炎 病 人 关节 滑 液 中 特异 表达 的 蛋白 
质 ,血清 淀粉 样 A 蛋白 只 在 血清 和 风湿 性 关节 炎 病 人 关节 滑 液 中 显现 。 另 外 ,此 项 工作 
还 涉及 了 结合 珠 蛋 白 家 族 的 疾病 相关 差异 及 个 体 间 差 异 的 比较 分 析 。 


情人 


我 们 在 此 所 列举 的 体液 蛋白 质 组 学 的 工作 是 有 限 的 。 一 方面 是 因为 各 种 体液 类 型 不 
胜 枚 举 ,并且 还 有 许多 是 蛋白 质 组 学 还 未 涉足 的 体液 类 型 ,如 支气管 肺泡 液 、 围 心 腔 液 、 内 
耳 液 、 羊膜 液 、 腹水 和 胸膜 液 , 等 等 ; 另 一 方面 ,体液 蛋白 质 组 学 与 代谢 组 学 
(metablolomics)、 肽 组 学 (peptidomics) 等 相互 交叉 ,又 需要 生物 信息 学 (bioinformatics)、 生 
物 统计 学 (biostatistics) 等 多 学 科 的 文 持 ,涉及 内 容 之 广 已 远 远 超出 本 节 的 范围 。 
循环 系统 将 血液 与 全 身 各 个 组 织 器 官 密切 联系 ,血液 与 相应 部 位 的 组 织 间 液 、 细 胞 内 
.544 ， 





液 直接 或 间接 地 进行 着 生生 不 息 的 体液 交换 。 毫 无 疑问 ,在 体液 蛋白 质 组 学 研究 中 ,重头 
戏 是 血浆 蛋白 质 组 学 (包括 血清 蛋白 质 组 学 ); 当 涉 及 特定 器 官 ` 组 织 和 细胞 类 型 时 ,研究 
人 员 时 常 也 会 同时 研究 血浆 (或 血清 ) 和 对 应 的 组 织 间 液 ,以 得 到 更 为 全 面 的 信息 。 为 适 
应 体液 蛋白 质 组 学 自身 特点 和 发 展 需要 ,国际 ”人 类 蛋白质 组 织 LHUPO) "于 2002 年 5 月 
中 旬 提 出 了 5 大 研究 开发 计划 ,第 一 项 计划 就 是 以 识别 血液 中 较 少 量 的 蛋白 质 为 目标 的 
血浆 和 蛋白质 组 计划 (Plasma Proteome Project,PPP, 见 相 关 网 址 :www. hupo.org)。HUPO 
为 这 一 计划 成 立 了 由 密歇根 大 学 Gilbert Omenn 教授 领衔 的 专门 的 执行 委员 会 。 另 外 ， 
下 设 样品 收集 与 处 理 委员 会 .技术 平台 服务 委员 会 ,数据库 与 生物 信息 学 委员 会 和 样本 银 
行 等 一 系列 分 工 细致 .管理 科学 的 功能 机 构 。 世 界 各 地 相关 领域 的 几乎 所 有 顶尖 科学 家 
和 顶级 研究 小 组 都 已 投身 到 这 项 事业 中 来 。 我 们 有 理由 认为 ,大 科学 时 代 的 体液 蛋白 质 
组 学 正在 有 组 织 ` 有 计划 、 系 统 的 国际 化 协作 发 展 道路 上 稳步 前 进 。 


第 五 节 蛋白质 组 学 在 其 他 领域 的 应 用 


蛋白 质 组 学 是 后 基因 组 时 代 功 能 基因 组 研究 的 热点 领域 。 和 蛋白 质 组 学 方法 除了 应 用 
在 微生物 肿瘤 、 神 经 系统 体液 研究 方面 外 ,还 广泛 应 用 于 植物 ,药物 研究 开发 等 方面 。 


一 、 重 日 质 组 学 在 植物 研究 中 的 应 用 


随 着 第 一 个 植物 基因 组 一 一 拟 南 芥 (Arapzidopzis 太 alziazza ) 基 因 组 测序 工作 的 完 
成 61 和 其 他 植物 基因 组 和 EST 数据 库 的 日 益 完善 ,植物 蛋白 质 组 的 研究 成 为 目前 一 个 
十 分 活跃 的 领域 。 


《一 ) 基于 个 体 水 平 的 植物 蛋 昌 质 组 学 
1. 遗传 多 样 性 的 研究 


在 研究 株 系 种群、 栽培 种 或 种 之 间 的 遗传 多 样 性 时 ,蛋白质 组 学 方法 已 显示 出 巨大 
的 优势 。Barreneche 等 人 比较 了 欧洲 6 个 国家 的 23 株 橡树 的 蛋白 质 组 ,结果 表明 Quer- 
cus zetraea 和 Q. 7obur 之 间 的 遗传 差异 性 不 大 !271。David 等 人 比较 了 从 单一 种 群 繁衍 
而 来 但 在 不 同 环境 下 生长 的 小 麦 种 群 遗 传 多样 性 :2481 ,表明 所 有 的 种 群 都 与 原先 的 种 群 
不 同 ,而 绝 大 多 数 的 差异 性 不 是 因为 随机 漂移 ,而 是 不 同 的 气候 条 件 导 致 。 


2. 植物 生理 的 研究 


目前 ,该 领域 的 蛋白 质 研 究 主 要 集中 于 胁迫 条 件 下 的 生理 变化 ,如 干旱 .高 盐 、.ABA 
处 理 等 。 胁 迫 会 引起 大 量 蛋 白质 在 数量 上 和 质量 上 的 改变 。Ramani 和 Apte 检测 高 盐 胁 
人 迫 下 的 水 稳 籽 苗 时 ,发现 35 种 蛋白 质 被 诱导 表达 ,而 17 种 蛋白 质 的 表达 受到 抑制 :2 91。 


3. 植物 悍 和 白质 组 数据 库 


双 回 凝 胶 电 泳 中 采用 标准 化 、 可 重复 的 步骤 ,使 得 其 适 于 大 规模 分 析 蛋 白质 。 它 可 以 
与 多 种 蛋 白 质 鉴定 方法 (如 蛋白 质 的 免疫 检测 质谱 等 ) 相 结合 ,以 获得 关于 蛋白 质 表 达 的 
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丰富 信息 。 这 些 信 息 可 在 数据 库 中 存储 , 表 23.6 列 出 了 一 些 植物 及 植物 组 织 的 数据 库 。 
《一 ) 基于 组 织 和 咽 吾 的 植物 恒 昌 质 组 学 


植物 基因 的 表达 具有 时 空 特异 性 ,而 不 同 组 织 和 器 官 的 蛋白 质 组 学 研究 对 于 理解 该 
特异 性 具有 重大 意义 [220] ,这 方面 的 相关 报道 较 多 。Tsuigita 等 人 5220 利 用 双向 凝 胶 电 泳 
技术 分 离 水 稻 根 、 蔡 . 叶 种子. 芽 、 谷 皮 愈合 组 织 中 的 蛋白 质 , 分 析 了 4 892 个 点 ,通过 N 
端 测 序 鉴 定 了 其 中 3% 。 

Chang 等 人 [22 通过 定量 分 析 5S-Met 的 摄 人 量 并 结合 2-DE 和 MES 方法 ,比较 低 氧 适 
应 和 缺 氧 条 件 下 玉米 根 内 的 蛋白 质 合成 。 结 果 表 明 ,在 低 氧 适应 的 条 件 下 , 绝 大 多 数 蛋白 
质 都 能 正常 表达 ,只 有 少数 几 种 蛋白 质 的 表达 选择 性 地 增高 。 而 在 缺 氧 条 件 下 ,正常 蛋白 
质 合成 受到 抑制 ,并 且 没 有 出 现 其 他 蛋白 质 。 共 分 析 了 48 个 蛋白 质点 ,通过 数据 库 搜 索 
鉴定 了 其 中 46 个 。 

Shen 等 人 通过 双向 凝 胶 电 泳 分 离 水 稻 叶 鞘 蛋 白 [223] , 考 马 斯 亮 蓝 染色 后 检测 到 352 
个 蛋白 质点 ,确定 了 31 种 蛋白 质 的 N 端 序列 和 5 种 蛋白 质 的 中 部 序列 。 用 基质 辅助 激 
光 解 吸 飞 行 时 间 质 谱 (matrix-assisted laser desorption-ionization time-of-flightMmass spec- 
trometry,MALDI-TOFVMS) 分 析 了 55 种 蛋白 质 ,数据 库 搜索 后 发 现 ,35 种 蛋白 质 已 知 ， 
而 20 种 蛋白 质 是 新 发 现 的 蛋白 质 。Komatsu 等 人 分 析 了 悬浮 培养 的 水 稻 细胞 的 蛋白 
质 [224] , 双 问 凝 胶 电 泳 分 离 得 到 103 个 蛋白 质点 , 勿 定 了 20 种 蛋白 质 的 N 端 序列 和 32 种 
蛋白 质 的 中 部 序列 。 确 定 序列 的 蛋白 质 与 蛋白 质数 据 库 中 已 知 蛋 白质 比 对 后 ,发 现 一 些 
和 蛋白质 具有 重要 的 生理 功能 ,如 钙 结 合 蛋白 ` 超 氧化 物 歧化 酶 .抗坏血酸 过 氧化 物 酶 等 。 
相关 数据 库 见 表 23.6。 


表 23.6 植物 相关 数据 库 


植物 种 类 或 组 织 网 址 
海岸 松 http: /Awww. pierroton. inra. fr/geneticsM2DV/ 
马 铃 昔 http: /Aproteomics. cancer. dk/cgi-bin/gel-launcher? Potato+ (IEF) & potato 玉米 


http: /Maestivum. moulon. inra. fr/cgi-bin/imgdXdbprotydbprot. html 


小 麦 http: /MAwwww-lecb. ncifcrf. gov/2dwgDB/ 井 searching 

水 稻 花 粉 赛 http: /Msemele. anu. edu. au/2d/2d. html 

橡树 根 组 织 http: /www. pierroton .inra. fr/genetics/2DVoak-root. jpg 
核 树木 质 部 http: /www. pierroton. inra. fr/genetics/2DAxylemeeuca.jpg 


三 ) 亚 细 胞 水 平 的 植物 蛋 昌 质 组 学 


已 知 的 亚 细 胞 水 平 的 植物 蛋白 质 组 学 数据 库 包括 植物 细胞 膜 蛋 白质 组 数据 库 
(http: /Mspinx. rug. ac. be: 8080/ppmdbvindex. html)、 拟 南 芥 线粒体 蛋白 质 组 数据 库 
(http:/Awww. gartenbau. uni-hannover. de/genetik/AMPP) 等 。 目 前 在 植物 中 研究 得 最 多 
的 是 叶绿体 。 据 估计 ,在 高 等 植物 中 ,有 21 000 一 25 000 种 蛋白 质 !225] , 而 叶绿体 蛋白 质 
占 10% 一 25%512261 ,可 见 其 在 植物 细胞 中 的 重要 性 。 

和 








Peltier 等 人 运用 蛋白 质 组 学 方法 分 析 了 更 豆 叶 绿 体 的 内 宫 体 的 可 溶 和 外 周 和 蛋白 
质 [2271。 他 们 估计 至 少 存 在 200 一 230 种 内 腔 和 外 周 蛋白 ,不 包括 同 种 型 和 可 能 的 翻译 后 
修饰 ,鉴定 了 其 中 61 种 蛋白 质 。 这 些 蛋 白质 中 的 33 种 蛋白 质 已 知 功能 或 功能 结构 域 。 
Yamagushi 和 Subramanian 鉴定 了 菠菜 叶绿体 中 核糖 体 30S 和 50S 亚 基 的 蛋白 质 !228] 。 


〈 四 ) 植物 蛋 白 质 组 学 研究 的 局 限 性 和 可 能 性 


Edman 测序 或 质谱 方法 对 蛋白质 的 鉴定 , 较 大 程度 上 依赖 于 相关 植物 基因 组 和 EST 
数据 库 的 充实 和 发 展 。 因 此 目前 存在 的 问题 是 :对 于 未 进行 基因 组 测序 的 植物 来 说 ,植物 
蛋白 质 组 学 研究 在 何 种 程度 上 是 可 行 的 。 有 两 个 选择 :中 如 果 EST 序列 已 知 ,那么 可 通 
过 由 质谱 方法 获得 的 数据 来 鉴定 蛋白 质 ,但 有 时 许多 和 蛋白质 未 被 EST 数据 库 所 包含 ; 
@ 同 源 比 对 的 方法 ,相当 数量 的 植物 蛋白 质 之 间 存 在 着 同一 / 同 源 性 ,获得 相应 蛋白 质 的 
氨基 酸 序 列 信息 ,利用 FASTA 或 相似 的 搜索 引擎 进行 数据 库 搜 索 。MALDITOF 在 产 
生 数 量 巨大 的 肽 段 时 ,可 以 提高 同 源 比 对 的 成 功率 。 如 MALDITOF 应 用 于 兰 豆 叶绿体 
蛋白 质 的 研究 '227 1 。 


二 、 恒 昌 质 组 学 在 药物 开发 方 面 的 研究 


人 类 基因 组 序列 的 完成 ,加 快 了 药物 研究 的 进程 ,但 仅仅 通过 测定 基因 序列 并 不 能 确 
定 药物 作用 的 靶 点 。 因 为 蛋白 质 是 生命 活动 的 执行 者 ,基因 序列 与 疾病 的 关系 是 间接 的 ; 
另 一 方面 ,蛋白 质 蕴 含 的 信息 远 比 核酸 丰富 。 因 此 ,蛋白 质 组 学 是 基因 组 学 和 药物 发 现 之 
间 的 桥梁 , 它 不 仅 可 能 提供 治疗 的 靶 点 ,如 相互 作用 和 蛋白质 组 学 提供 了 靶 分 子 与 其 他 分 子 
的 关系 ;也 可 能 提高 药物 发 现下 游 过 程 的 效率 ,如 结构 和 蛋白质 组 提供 的 蛋白 质 空间 构象 将 
促进 药物 分 子 的 设计 。 

药物 蛋白 质 组 学 研究 的 内 容 包 括 :发现 所 有 可 能 的 药物 作用 靶 点 ,以 及 针对 这 些 靶 点 
的 全 部 可 能 的 化 合 物 ; 应 用 蛋白 质 组 学 方法 研究 药物 作用 机 制 和 毒 理 学 ;发 现 药 物 作用 的 
特异 蛋白 质 作 为 患者 选择 有 效 药物 的 依据 和 临床 诊断 的 标志 物 !229] 。 

一 方面 ,利用 药物 蛋白 质 组 学 方法 可 以 进行 靶 点 的 探测 。 通 过 正常 个 体 和 患 病 个 体 
的 蛋白 质 组 学 分 析 , 可 以 鉴定 出 在 患 病状 态 时 表达 异常 的 蛋白 质 。 如 组 织 蛋 白 酶 K 仅 在 
破 骨 细胞 中 特异 性 表达 ,因此 抑制 组 织 蛋白 酶 K 可 能 对 骨 质 朴 松 症 有 治疗 作用 [2301。 许 
多 疾病 与 药物 传导 途径 异常 有 关 ,通过 对 受 调节 的 基因 及 其 产物 的 分 析 研 究 ,可 以 推测 其 
受 体 介 导 的 生化 代谢 的 改变 ,因此 信和 号 分 子 可 以 考虑 作为 治疗 药物 设计 的 靶 点 [3101。 如 
Want 信号 通路 中 结肠 瘤 抑 制 因 子 (APC) 的 突变 将 引起 结肠 癌 :2321 。 

另 一 方面 ,蛋白 质 组 学 还 可 用 于 药物 毒性 的 研究 。 正 常 组 织 或 已 知 毒 性 试剂 处 理 的 
组 织 和 蛋白 质 表 达 情 况 的 比较 ,可 以 表明 药物 的 毒性 及 活性 。 早 在 20 世纪 80 年 代 Ander- 
son 等 就 开始 利用 双向 凝 胶 电 泳 进行 毒 理学 的 研究 [233,234] ,并 在 多 篇 文章 中 提 到 , “此 技 
术 可 产生 鉴定 组 织 损伤 的 生物 标志 ,提供 检测 毒物 的 方法 .蛋白质 组 学 在 毒 理 学 领域 成 
功 应 用 的 例子 就 是 对 环 孢 菌 素 A(cyclosporine,CsA) 效 应 的 研究 [235,236]。CsA 是 用 于 器 官 
移植 的 临床 免疫 抑制 剂 ,但 具有 肾脏 毒性 的 副作用 。Steiner 等 人 通过 CsA 对 小 鼠 肾 脏 组 
织 影响 的 蛋白 质 组 学 研究 235] ,首次 阐明 了 CsA 肾 毒性 机 制 。 在 用 药 后 的 小 鼠 肾 脏 组 织 

”5S47 ， 


的 蛋白 质 组 中 , 钙 结 合 蛋白 calbindin Dzs( 细 胞 内 的 一 种 钙 转 运 蛋白 ) 明 显 减 少 ,这 种 减少 
伴随 着 尿 钙 排泄 物 和 皮层 痛 人 管 内 石灰 化 的 增加 ,这 解释 了 用 该 药 后 肾 小 管 的 钙 累 积 和 
由 此 造成 的 肾 小 管 毒性 。 


5 


蛋白 质 组 学 是 在 蛋白 质 水 平 上 大 规模 研究 基因 功能 的 强 有 力 的 工具 。 随 着 蛋白 质 组 


学 技术 的 进一步 发 展 以 及 相关 数据 库 的 进一步 充实 ,蛋白 质 组 学 会 有 更 广阔 的 发 展 前 景 ， 
将 对 现代 生物 学 及 生物 技术 的 发 展 做 出 重大 贡献 。 
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科学 出 版 社 本 来 想 组 织 《 蛋 白质 化 学 研究 技术 与 进展 ?一 书 第 二 版 的 写作 ,鉴于 蛋白 
质 组 学 的 发 展 , 我 们 将 蛋白 质 化 学 的 基本 内 容 不 变 ,增加 了 和 蛋白质 组 学 的 内 容 。 但 也 延迟 
了 一 年 时 间 。 

十 多 年 前 我 完全 转 人 和 蛋白质 这 一 领域 , 徐 来 根 、 吴 高 德 、 邵 晓 霞 等 和 我 并 肩 奋 斗 十 多 
年 ,一 批 研究 生 在 此 得 到 良好 的 训练 ,同时 也 为 该 领域 在 我 国 的 发 展 作出 了 贡献 。 其 中 有 
履 红 、 陈 长 征 、 车 发 云 俞 利 荣 . 曾 嵘 、 宋 金 芳 , 刘 友 、 丁 士 健 等 ,他 们 生长 在 改革 开放 的 大 
好 年 代 , 研 究 环 境 有 了 极 大 的 改善 ,是 新 人 辈出 的 一 代 。 

一 个 科学 工作 者 所 能 做 到 的 事情 十 分 有 限 ,我 们 无 力 与 各 种 力量 抗争 ,但 可 在 允许 的 
实验 室 里 带 一 些 学 生 耕 耘 ,淡薄 名 利 , 陶 冶 人 性 。 但 受 各 种 因素 干扰 还 是 在 所 难免 。 

此 外 ,在 本 书 撰写 和 出 版 过 程 中 ,科学 出 版 社 的 谢 灵 玲 、 杨 兆 弘 和 莫 结 胜 , 中 心 的 陈 蒿 
小 姐 和 尤 小 姐 给 予 全 力 的 支持 ,在 此 特 表 感谢 。 


夏 其 昌 


2003 年 9 月 24 日 
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